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1. INTRODUZIONE 
La maggior parte della diversità biologica si trova negli ecosistemi naturali, ed 
essa consiste nelle differenze tra specie, così come nella variabilità tra gli 
individui di una stessa specie o razza. 
Questa variabilità genetica tra gli animali è fondamentale sia per la 
sopravvivenza delle specie selvatiche che per lo sfruttamento zootecnico di quelle 
allevate. 
L’uomo fin dall’antichità ha sfruttato a proprio vantaggio le piante e gli 
animali, selezionando caratteri “buoni” senza conoscere il meccanismo che regola 
la trasmissione dei geni. 
Spesso i caratteri di interesse economico sono controllati da più geni, con una 
manifestazione fenotipica ampia del carattere. Almeno tre geni sono necessari per 
definire un carattere quantitativo e più numerosi sono i geni che caratterizzano il 
carattere più ampia sarà la variabilità dello stesso (Pagnacco, 1997). Il controllo 
del carattere in questione è quindi di tipo poligenico poichè più geni concorrono 
all’espressione di quel carattere. Precisamente sono definiti QTL (Quantitative 
Trait Loci) le regioni del genoma responsabili dell’espressione di un determinato 
carattere quantitativo; ogni QTL può essere dovuto anche all’azione di più geni tra 
loro strettamente associati (Pagnacco, 1997). 
Le mappe genetiche, costruite in base agli eventi di ricombinazione tra 
cromosomi, attraverso la genotipizzazione degli animali e l’utilizzo di analisi di 
linkage o di disequilibrium di linkage, sono oggi disponibili per diverse specie. 
Esse rappresentano il punto di partenza per l’individuazione, il mappaggio e 
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l’isolamento dei geni che hanno un effetto sulle caratteristiche produttive e 
riproduttive di interesse zootecnico. 
L’utilizzo di diversi markers molecolari ha consentito di ottenere mappe 
genetiche sempre piu precise; utilizzando i microsatelliti ad esempio è possibile 
individuare, tramite analisi di linkage, l’associazione con un determinato QTL in 
virtù della loro densità; una volta individuata la regione putativa di un QTL sarà 
necessario l’utilizzo di ulteriori marcatori a più alta densità entro tale zona (Van 
der Werf et al., 2007) per restringere la regione. L’utilizzo di opportuni approcci 
statistici, consente di identificare una regione cromosomica, delimitata in genere 
da due marcatori anonimi, che ha un effetto rilevante sulla variabilità di un 
carattere produttivo (Russo et al., 2009). 
In alcuni casi è un singolo gene ad avere effetti rilevanti su un carattere di 
importanza economica quali l’effetto su una via fisiologica, sul metabolismo e 
l’espressione di un fenotipo: tale gene si definisce gene candidato. Alcuni geni da 
soli, quindi, in base alla loro funzione fisiologica e biochimica, possono 
influenzare direttamente o indirettamente un carattere produttivo. L’utilizzo di 
geni candidati può portare velocemente all’identificazione dei QTL in quanto 
vengono studiate direttamente le associazioni tra polimorfismi in questi geni ed i 
caratteri produttivi (Parmentier et al., 2001). 
Individuando un set di marcatori molecolari vicino ai geni che controllano una 
determinata caratteristica dell’animale è possibile usare gli stessi marcatori nei 
programmi di miglioramento genetico: selezione assistita da marcatori (Marker 
Assisted Selection, MAS). 
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La conoscenza dell’intero genoma dell’uomo e di alcune specie animali ha 
portato senza dubbio a notevoli progressi nella selezione contro le malattie 
ereditarie ed a un miglioramento genetico degli animali di interesse zootecnico.  
Inoltre con l’avvento dell’ingegneria genetica l’uomo è “entrato” dentro il 
programma di vita dei viventi, introducendo geni di “interesse” in batteri o altre 
cellule. In questo modo sono stati clonati geni e li si è fatti esprimere in cellule 
adatte producendo sostanze utili quali l’ormone della crescita, l’insulina, alcuni 
vaccini. 
L’utilizzo della biologia molecolare permette di analizzare tratti del genoma 
degli animali sin dalla nascita e se necessario anche nella vita embrionale. Tale 
possibilità ha consentito di affrancarsi dalla necessità del “progeny test” per alcuni 
geni con la scelta in tempi rapidi di riproduttori con i genotipi desiderati. Un 
esempio al riguardo può essere la distinzione della variante A dalla B della 
caseina k tramite tecnica PCR. La variante B mostra caratteristiche reologiche 
migliori in quanto ha tempo di cagliata e fermatura più corto rispetto alla variante 
A; queste caratteristiche fanno si che il latte con la variante B della caseina k 
venga preferito nella produzione di formaggi a grana dura come il parmigiano 
reggiano (Pagnacco, 1997). Un altro esempio è rappresentato dalla specie ovina 
sulla quale si sta operando una selezione degli animali che presentano dei genotipi 
che conferiscono resistenza allo scrapie, attraverso l’utilizzo di tecniche di 
biologia molecolare. 
Il gene POU1F1 è un gene candidato: esso produce un fattore trascrizionale 
POU1F1 tessuto specifico con un ruolo critico nella regolazione trascrizionale di 
molteplici geni in quanto si lega a diversi promotori di geni target (Van et al., 
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2000, Weatherly et al., 2001) quali i promotori dell’ormone somatotropo (GH) e 
della prolattina (PRL). Esso risulta coinvolto nell’attivazione della subunità β 
dell’ormone che stimola la tiroide (TSHβ) e nel legame al promotore del POU1F1 
stesso, avendo una funzione autoregolatrice (Chen et al., 1990). 
Nella ghiandola pituitaria è importante per la sopravvivenza, la 
differenziazione e la proliferazione di tre tipi di cellule pituitarie (tireotrope, 
somatotrope, lattotrope) e svolge un ruolo rilevante nello sviluppo della ghiandola 
e nell’espressione ormonale (Mol e Meji, 2008). 
I numerosi processi fisiologici controllati dall’azione del prodotto di tale gene 
quali la crescita, la produzione di latte, le caratteristiche della carcassa rafforzano 
l’approccio d’uso come gene candidato.  
 
1.1. SVILUPPO DELL’ IPOFISI 
La ghiandola pituitaria o ipofisi è situata alla base del cranio in un’infossatura 
detta sella turcica, circondata dalla dura madre. Essa è strutturata in due parti, 
l’adenoipofisi e la neuroipofisi. Dal punto di vista funzionale si potrebbe dividere 
in tre parti anteriore, intermedia e posteriore. Tuttavia, in alcune specie la parte 
intermedia è rudimentale e fa parte dell’adenoipofisi.  
L’ipofisi è di origine ectodermica, l’adenoipofisi deriva dall’evaginazione 
dell’ectoderma del tetto della cavità buccale (tasca di Rathke), mentre la 
neuroipofisi deriva dal peduncolo infundibolare che si sviluppa verso il basso. 
Durante lo sviluppo embrionale le cellule totipotenti dell’ipofisi danno origine a 
due principali linee cellulari: le cellule acidofile somatotrope, lattotrope 
mammosomatotrope e le cellule basofile corticotrope, tireotrope e gonadotrope. 
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Il tipo di cellule dell’adenoipofisi (lobo anteriore) viene determinato dalla 
partecipazione di diversi fattori trascrizionali che in sinergia, e secondo una 
definita cascata temporale, ne determinano il diverso sviluppo. La tasca di Rathke 
esprime parecchi fattori trascrizionali della famiglia dei LIM omeodominio 
(Reynaud et al., 2004), e, tra questi, il Lhx3 è il più precoce a manifestarsi nelle 
cellule destinate a formare il lobo anteriore e quello intermedio. Esso persiste 
nella ghiandola adulta, ed è essenziale per l’espressione del Pitx1-2 (Sheng et al., 
1996) responsabili della trasformazione delle cellule precursore nelle diverse linee 
cellulari differenziate. Lhx3 ha un’azione sull’enhancer del POU1F1 ed in 
sinergia con il trascritto di questo gene agisce sui promotori del gene PRL e TSHβ 
(Bach et al., 1995); la sua presenza sembra quindi necessaria per l’espressione del 
POU1F1. Infatti, nell’uomo, la presenza di mutazioni recessive per Lhx3 porta a 
deficienza di gonadotropine, GH, PRL, TSH ed a una ipofisi ipoplastica e di 
dimensioni maggiori con associata rigidità nucale responsabile di una limitata 
rotazione del capo (Netchine et al., 2000). Altri fattori trascrizionali più specifici 
(Prop1, Pit-1, GATA2, SF1, Tpit-1), oltre ad avere una espressione temporale 
diversa, sono responsabili della differenziazione terminale delle diverse tipologie 
cellulari determinando lo sviluppo finale della ghiandola. Molti di questi fattori, 
oltre ad avere un ruolo preciso nello sviluppo della ghiandola, influenzano anche 
l’attività delle cellule ipofisarie (Dasen et al., 2001). Mutazioni possono essere 
presenti nei geni responsabili dell’espressione di ciascun ormone, ad esempio il 
GH, o possono essere a carico di geni che codificano per fattori che regolano la 
loro sintesi o secrezione (GHRH), o i loro recettori. 
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Lo sviluppo di questa piccola ghiandola segue un pattern simile nelle differenti 
specie. Diversi studi fatti sui roditori hanno permesso di ottenere informazioni sui 
geni cruciali coinvolti nel suo sviluppo, utilizzando mutanti naturali e topi knock 
out. 
Grazie a questi studi sono stati identificati numerosi fattori di trascrizione e 
molecole segnale. I fattori di trascrizione comprendono i geni homeobox che 
codificano per fattori omodomini. Questi ultimi contengono una regione che lega 
il DNA, chiamata omeodominio, che può, una volta legata al DNA target, regolare 
la sua espressione sia attivando il gene che reprimendolo. 
Mutazioni a carico del gene POU1F1, codificante per uno di questi fattori 
trascrizionali, bloccherebbero lo sviluppo dei lobi anteriori della pituitaria ed 
avrebbero degli effetti sull’espressione di diversi geni determinando una carenza o 
una mancanza di GH, PRL, e TSHβ (Xue et al., 2006) ed uno sviluppo ridotto 
della ghiandola.  
 
1.2. SISTEMA IPOTALAMO-IPOFISI 
L’ipotalamo e la ghiandola ipofisi controllano numerose funzioni vitali quali 
la termoregolazione ed il metabolismo basale, la sintesi proteica e 
l’accrescimento, il bilancio idrico salino e l’assunzione di acqua, la regolazione 
dell’assunzione degli alimenti, la riproduzione, la lattazione, la risposta allo stress. 
Questo sistema costituisce un perfetto esempio di organizzazione sotto il controllo 
nervoso ed endocrino. 
Si può suddividere in tre principali sottosistemi. 
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Un sistema neuro-endocrino costituito da gruppi di cellule localizzati nella 
porzione anteriore-centrale dell’ipotalamo ventrale secernenti diversi oligopeptidi 
che influenzano la secrezione dell’ipofisi. Tali prodotti raggiungono l’eminenza 
mediana tramite trasporto assonale, da qui vengono rilasciati nei vasi capillari del 
sistema portale e trasportati all’ipofisi dove raggiungono le loro cellule bersaglio. 
Fino ad ora sono stati identificati diversi ormoni ipotalamici, chiamati anche 
fattori di liberazione che attivano la secrezione dell’adenoipofisi; i principali sono 
CRH, GHRH, TRH, GnRH e PRL. Inoltre l’ipotalamo secerne anche altri ormoni 
che hanno una funzione inibitoria sul lobo anteriore dell’ipofisi: la somatostatina e 
il PIF (Amar e Weiss, 2003). 
Un sistema neuro-secretorio che dall’ipotalamo anteriore (nucleo sopraottico 
e paraventricolare) attraversa il pavimento dell’ipotalamo ventrale e termina nel 
lobo neurale della neuroipofisi costituendo una proiezione dell’ipotalamo. Queste 
terminazioni nervose liberano due ormoni uno, la vasopressina o ADH, coinvolto 
nella regolazione del bilancio idrico-salico e l’altro, l’ossitocina, che interviene in 
diversi meccanismi come la secrezione lattea, il parto, la regolazione del ciclo 
ovarico. 
Un sistema neuronale diretto che controlla la secrezione da parte del lobo 
intermedio tramite una via inibitoria ed una via attivatoria, importante negli anfibi 
e nei rettili E’ coinvolto nel mimetismo attivando o inibendo la pigmentazione 
cellulare. Nei mammiferi la sua funzione non è del tutto nota, ma si pensa possa 
avere lo stesso un ruolo nella pigmentazione cellulare (Mol e Meji, 2008). 
I neuroni a funzione endocrina hanno un corpo situato in diverse aree 
ipotalamiche ed inviano i loro prolungamenti all’eminenza mediana dove le 
Cinzia Daga – Ricerca di polimorfismi nel gene POU1F1 negli ovi-caprini di razza Sarda 
Tesi di Dottorato in Riproduzione, produzione, benessere animale - Università degli studi di Sassari 
9
terminazioni secretrici liberano gli ormoni in prossimità dei capillari sinusoidi e 
da qui diffondono nel circolo. Nell’eminenza mediana i corpi cellulari sono 
abbastanza scarsi mentre le terminazioni nervose sono in numero elevato. In 
questa sede, oltre ai contatti nervosi tra fibre, si ha anche la liberazione di amine e 
peptidi che svolgono funzioni di controllo sulla secrezione dei diversi ormoni. In 
questa sede gli ormoni prodotti dall’ipofisi possono effettuare un controllo 
inibitorio o eccitatorio (feed back generalmente negativo). Le ammine liberate 
nella sede suddetta, ed in altre aree del SNC, come la noradrenalina, l’adrenalina, 
la serotonina, l’istamina e la dopamina possono influenzare notevolmente la 
secrezione degli ormoni con meccanismi alquanto complessi. Tale discorso può 
essere fatto anche per altri neurotrasmettitori come il GABA e gli oppioidi 
endogeni. 
 
1.3. ORMONI IPOFISARI 
L’ipofisi nei mammiferi può essere suddivisa in due parti in funzione della sua 
attività: l’adeinoipofisi e la neuroipofisi. 
Il lobo anteriore o adenoipofisi secerne principalmente somatotropina (GH), 
prolattina (PRL), corticotropina (ACTH), tireotropina (TSH), ormone follicolo 
stimolante (FSH), ormone luteinazzante (LH), melanotropina a-b (MSH), 
lipotropina b (LPH) ed alcuni oppioidi endogeni. 
La neuroipofisi libera la vasopressina (ADH) e l’ossicitocina. 
In questa sede verranno descritte le funzioni svolte dal GH e dalla PRL in 
quanto sono quelle che maggiormente sembrano essere influenzate dal fattore 
trascrizionale POU1F1. 
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1.3.1. ORMONE SOMATOTROPO (GH) 
L’ormone somatotropo è prodotto dalle cellule somatotrope acidofile 
dell’ipofisi anteriore. 
Il GH ha una struttura quasi simile a quella della prolattina e del lattogeno 
placentare, ma è l’unica molecola che esercita una azione postnatale promuovente 
la crescita ed il metabolismo. 
Il gene GH è mappato, sul cromosoma 11 nell’ovino, costituito da 5 esoni e 4 
introni è lungo 1800 bp nella pecora, nella capra non è stato ancora mappato, nei 
mammiferi si estende per 2,6-3.0 Kb. Sono noti diversi polimorfismi nella regione 
regolatrice, nei diversi esoni e nelle regioni non tradotte. Di questi siti polimorfici 
due sono localizzati nel 1°e 2° esone, quattro nel 3,° sette nel 4° e cinque nel 5° 
esone. Solo alcuni sono stati caratterizzati per tipo di sostituzione nucleotidica e 
cambiamento amminoacidico e correlati con il peso alla nascita ed allo 
svezzamento (Supakorn, 2009). 
Tale gene sintetizza una singola catena di circa 200 aminoacidi, del peso 
intorno ai 22000 Da che presenta due ponti disolfuro. 
Nelle diverse specie animali la proteina mostra alcune differenze per posizione 
degli aminoacidi nella catena e questo determina la sua specie specificità. Infatti, 
la somatotropina secreta da altre specie non è attiva sull’uomo e sui primati, con 
l’eccezione del ratto sul quale risulta attiva quella proveniente da tutte le specie. 
L’ormone somatotropo viene trasportato nel circolo sanguigno non legato a 
proteine di trasporto, la sua emivita è di 40-50 minuti e viene inattivato dal fegato 
attraverso la rottura dei ponti disolfuro. Il GH è secreto in maniera pulsatile nel 
ratto, con una frequenza di 3-4 ore, mentre, nei ruminati questa cadenza sembra 
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non essere rispettata (Tannenbaum e Martin, 1976). Mentre nell’uomo ed in 
alcune scimmie l’ormone somatotropo manifesta un andamento circadiano con un 
incremento durante le ore di sonno (Takahashi et al., 1971; Parker et al., 1972), 
nel ratto e nei ruminanti questo andamento non è evidenziabile (Hart et al., 1975; 
Tindal et al., 1978). 
Un differente modello di secrezione tra i sessi è evidenziabile sia nel ratto che 
nei ruminanti. I maschi hanno livelli basali più elevati ed i picchi di secrezione 
dell’ormone risultano più ampi (Keeler et al., 1979). 
Le concentrazioni ematiche del GH presentano una variazione legata all’età, 
allo stadio fisiologico dell’animale ed alle condizioni ambientali del suo habitat. 
In relazione all’età, l’ormone della crescita risulta più elevato nel sangue nel 
periodo fetale rispetto a quello postnatale e nella fase di accrescimento rispetto a 
quella adulta (Gluckman, 1984). 
Lo stadio fisiologico influenza notevolmente la secrezione del GH in quanto 
questo ormone esplica delle azioni importantissime sul metabolismo intermedio 
dell’animale. Infatti, nei bovini il tasso ematico del GH dopo il parto aumenta e 
questo incremento è maggiore negli animali altamente produttivi (Vasilatos e 
Wangsness, 1980; Carcangiu et al., 1997).  
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1.3.1.1. AZIONI DELLA SOMATOTROPINA (GH) 
Le principali azioni svolte dal GH sono quelle esercitate sull’accrescimento 
somatico, sullo sviluppo della mammella, sulla lattazione, almeno nei ruminanti, 
sul metabolismo protidico, glucidico e lipidico. Molti degli effetti di questo 
ormone non sono diretti ma mediati dalle somatomedine, peptidi prodotti 
prevalentemente dal fegato, ma anche i tessuti bersaglio del GH hanno la capacità 
di sintetizzare queste molecole (De Palo et al., 2006). 
Le somatomedine o IGF (Insulin-like Growth Factor) sono dei polipeptidi 
mediatori locali degli effetti del GH e vengono liberate principalmente sotto lo 
stimolo di questo ormone. Esse sono denominati IGF-1 e IGF-2, costituiti 
rispettivamente da 70 e 67 amminoacidi (Daughaday et al., 1987). Questi due 
polipeptidi hanno catene quasi simili tra loro e con la proinsulina e deriverebbero 
dalla stessa molecola ancestrale. Le IGF circolano nel sangue quasi 
esclusivamente legate a proteine specifiche e l’emivita è di circa 3 ore (Hintz, 
1984). Il principale fattore che determina la liberazione della IGF-1 è il GH, 
purché l’animale si trovi in uno stato di nutrizione buono, e non sia a digiuno. La 
sua concentrazione ematica manifesta un cambiamento durante l’età e nella 
maggior parte dei casi è in relazione alla secrezione del GH. Negli ovini si assiste 
ad un aumento della secrezione della IGF-1 subito dopo il parto ed a un 
decremento a circa 40 gg da questo, nell’uomo l’aumento avviene dopo il primo 
anno di vita ed il decremento si osserva dopo la pubertà (Gluckman et al., 1984; 
Hall e Sara, 1984). 
Le IGF-2, invece, manifestano tassi alquanto alti durante la vita fetale, dopo il 
parto tendono a decrescere verso i livelli dell’adulto. Quest’ultima somatomedina 
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è poco influenzata dai livelli del GH anche se sono necessari tassi basali 
dell’ormone per mantenerne la secrezione. 
GH ED ACCRESCIMENTO 
L’intervento del GH sulla crescita dell’animale viene esplicato, 
principalmente, sull’apparato scheletrico determinando l’allungamento delle ossa 
a livello delle cartilagini di accrescimento. Questo effetto viene esercitato 
attraverso le somatomedine o IGF che stimolano l’incorporazione di solfati nei 
proteoglicani della matrice ossea per favorire in seguito la deposizione del calcio.  
Le somatomedine sembrano essere prodotte a livello della cartilagine di 
accrescimento. Infatti, l’infiltrazione a livello locale del GH determina uno 
sviluppo maggiore dell’osso rispetto alla somministrazione sottocutanea e 
conferma, perciò, la secrezione locale delle somatomedine (Russell e Spencer, 
1982). 
GH E METABOLISMO PROTEICO 
Il GH favorisce l’anabolismo proteico, stimolando la sintesi proteica ed 
esaltando l’incorporazione degli amminoacidi nelle proteine. Nel contempo 
inibisce il loro catabolismo e perciò il bilancio azotato diviene positivo e nel 
sangue aumentano i fosfati e diminuiscono sia l’urea che gli amminoacidi liberi. 
Questi effetti sono espletati attraverso le somatomedine, favorendo sia il trasporto 
all’interno delle cellule degli amminoacidi che la trascrizione e la traduzione delle 
proteine. 
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GH E METABOLISMO GLUCIDICO 
La somatotropina ha sicuri effetti sul metabolismo glucidico, infatti, aumenta 
la produzione di glucosio da parte del fegato ed inibisce perifericamente l’utilizzo 
dello stesso da parte delle cellule. Inoltre determina una diminuzione dei recettori 
cellulari per l’insulina e, perciò, ha un effetto antinsulinico. Se poi, il GH viene 
somministrato cronicamente, oltre che attraverso l’iperglicemia, agisce anche 
direttamente sulle cellule β del pancreas causando un aumento dell’insulina. Tali 
azioni favoriscono l’anabolismo proteico. A livello cardiaco, invece, 
contrariamente a ciò che accade nel fegato e nel muscolo, il GH determina un 
aumento del glicogeno che viene trasformato in glucosio e utilizzato dalla cellula 
muscolare striata (Renaville et al., 2002). 
GH E METABOLISMO LIPIDICO 
L’intervento del GH nel metabolismo lipidico è, nel suo complesso, di tipo 
mobilizzante. Infatti, la somministrazione protratta per lunghi periodi di questo 
ormone determina nei bovini una lipolisi con l’aumento dei NEFA (acidi grassi 
non esterificati) in circolo (Goodman, 1981; Hart et al., 1984). 
GH E LATTAZIONE 
L’effetto stimolante la lattazione dell’estratto ipofisario era stato individuato 
sul ratto (Striker e Grueter, 1928) e sulla capra (Asdell, 1932) molti anni fa, ma 
solamente negli ultimi decenni è stato dimostrato l’incremento della produzione 
lattea, a seguito della somministrazione del GH, in quasi tutti i mammiferi in 
lattazione (Bauman e Vernon, 1993; Etherton e Bauman, 1998). 
L’applicazione delle biotecnologie nella produzione della somatotropina ha 
notevolmente incrementato il numero di sperimentazioni condotte sull’effetto di 
questo ormone sulla lattazione, oltre che per un interesse puramente scientifico, 
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anche per valutare il potenziale economico derivante dall’uso di questa molecola 
nell’allevamento bovino (Bauman, 1992). Sebbene, l’utilizzo commerciale della 
somatotropina bovina ricombinante abbia dato un importante ritorno economico 
all’industria lattiera i progressi, ottenuti nella conoscenza della biologia della 
lattazione, sono sicuramente maggiori. 
Infatti, le prime osservazioni svolte nei paesi con una notevole richiesta di 
latte, come la Russia e durante la seconda guerra mondiale l’Inghilterra, hanno 
caratterizzato alcuni degli aspetti legati all’utilizzo di questo molecola, ma l’alto 
costo per la purificazione rendeva antieconomico l’uso negli allevamenti. 
Queste esperienze permisero di osservare un aumento della produzione lattea, 
di circa il 40 %, ma le modalità di come questa avvenisse non erano chiare. 
Vennero postulate due teorie: una asseriva che l’aumento della secrezione lattea 
fosse il frutto del minor utilizzo periferico dei nutrimenti con una maggiore 
quantità di substrati per la mammella. L’altra, invece, attribuiva quest’incremento 
all’intensificazione del metabolismo mammario al punto da concorrere con gli 
altri tessuti per i nutrimenti (Hammond, 1952). 
Circa 30 anni dopo, con l’utilizzo della somatotropina ricombinante, si è 
chiarito il ruolo svolto da questa molecola, evidenziando che la sua azione 
biologica non arreca danni all’animale (Tyrrell et al., 1988; Kirchgessner et al., 
1991). La sua azione principale è quella di regolare la distribuzione dei substrati 
energetici attraverso il controllo del metabolismo nei vari tessuti. Tutto ciò porta 
ad una maggiore disponibilità di molecole energetiche nella mammella con un 
incremento della sintesi lattea (Bauman e Currie, 1980). Inoltre, l’aumentata 
produzione di latte non va a discapito della sua composizione, infatti, non sono 
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state osservate differenze nella composizione del latte rispetto agli animali non 
trattati (Laurent et al., 1992). 
La diversa distribuzione dei substrati determinata dalla somministrazione del 
GH, coinvolge molti, se non tutti, i processi biologici dell’organismo animale e 
questo non è altro che una intensificazione degli effetti fisiologici della 
somatotropina. 
Infatti è noto che, nei bovini ad alta produzione di latte, l’economia del 
glucosio costituisce un punto abbastanza critico, in quanto circa il 60 – 85 % di 
quello prodotto dalla gluconeogenesi epatica viene utilizzato dalla mammella per 
la sintesi del lattosio (Peel e Bauman, 1987). L’intensificazione della produzione 
di questo zucchero negli animali lattiferi durante il picco di lattazione, è frutto 
dell’azione dell’ormone somatotropo, il quale, oltre che, determinare l’aumento 
della sintesi epatica di glucosio, riduce la sua captazione da parte del muscolo e la 
sua ossidazione negli altri tessuti (Baldwin e Knapp, 1993). 
Inoltre, il medesimo ormone, negli animali con bilancio energetico negativo, 
stimola la lipolisi ed inibisce la liposintesi determinando un utilizzo dei grassi a 
fini energetici. Infatti, nei bovini altamente produttivi, la quota di alimento 
introdotta non è sufficiente ad equilibrare le richieste della mammella, e gli alti 
livelli di GH fanno si che vengano mobilizzati i lipidi determinando un aumento 
nel circolo ematico dei NEFA (Bauman et al., 1982). 
Comunque, anche nel meccanismo di secrezione della somatotropina ci sono 
alcuni paradossi che devono essere considerati per capire meglio i suoi effetti. I 
livelli del GH sono alti nelle bovine con un potenziale genetico alto e perciò con 
produzioni di latte elevate, ma si riscontrano anche in animali sottonutriti o con un 
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management scadente dove la produzione lattea è scarsa. Inoltre, in questi animali 
con uno stato nutrizionale insufficiente, si osserva un aumento irrilevante della 
produzione lattea a seguito del trattamento con rST (somatostatina ricombinante 
di bovino) e nessuna variazione nei livelli di IGF, mediatore a livello mammario 
dell’effetto del GH. Difatti, non sono stati riscontrati recettori in numero così alto 
per l’ormone somatotropo nella mammella e gli espianti di tessuto mammario in 
coltura trattati con il medesimo ormone non manifestano un incremento di sintesi 
dei costituenti del latte (Gertler et al., 1982). 
L’effetto galattogeno, quindi, a livello mammario è svolto dalle somatomedine 
mentre quello a livello del metabolismo generale dallo stesso ormone della 
crescita. 
Dunque lo stato nutrizionale dell’animale gioca un ruolo molto importante 
nella regolazione degli effetti del sistema GH/IGF nella lattazione. Infatti, nelle 
bovine sottonutrite il trattamento con rST mantiene gli effetti sul fegato e sul 
tessuto adiposo, ma non determina una aumento dei livelli di IGF e di 
conseguenza della produzione del latte. 
Tutto ciò lascia intendere che il GH sia un potente omeoretico che interviene 
in diversi stadi fisiologici nel regolare la partizione dei nutrimenti. Quindi, il 
controllo esercitato dal sistema GH/IGF, sull’utilizzo sia delle riserve che dei 
nutrimenti, appare essere essenziale negli animali altamente produttivi per 
salvaguardare la loro salute (Daughaday et al., 1987; Renaville et al., 2002). 
 
1.3.1.2. CONTROLLO DELLA SECREZIONE DEL GH 
Due fattori ipotalamici, principalmente, controllano la secrezione dell’ormone 
somatotropo: il GHRH, che stimola la secrezione del GH, e la somatostatina che 
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inibisce il rilascio del medesimo ormone. La liberazione da parte dell’ipotalamo di 
questi due fattori è influenzata da neuroni monoaminergici attraverso un numero 
elevato di neurotrasmettitori (Noradrenalina, Dopamina, Serotonina) e di 
neuropeptidi che influenzano notevolmente la secrezione del GH. (McMahon et 
al., 2001). 
Attraverso il circolo portale ipotalamo-ipofisario il GHRH e la somatostatina, 
secreti dall’ipotalamo, raggiungono il sito d’azione, l’ipofisi. La loro azione viene 
esercitata attraverso un feedback e perciò alti livelli di GH determinano la 
liberazione di somatostatina, mentre bassi livelli dell’ormone somatotropo 
causano un aumento della somatoliberina (GHRH). Comunque, molteplici sono le 
influenze ipotalamiche sulla secrezione del GH che sono finemente regolate da 
una complessa varietà di fattori nervosi, metabolici ed ormonali. 
Nei monogastrici, l’ipoglicemia è lo stimolo principale che agisce sulla 
liberazione del GH, nei ruminanti la diminuzione degli acidi grassi non 
esterificati. Infatti, la somministrazione dei due substrati abbassa, nei diversi tipi 
di animali, i livelli ematici dell’ormone somatotropo. 
Gli stress in generale causano un aumento della secrezione della 
somatotropina attraverso l’attivazione del sistema adrenergico (Debenedetti, 
1998). L’insulina in funzione della sua azione ipoglicemizzante determina un 
aumento dei livelli del GH, mentre i glicocorticoidi ad alte dosi causano una 
diminuzione dell’ormone. Agonisti ed antagonisti delle ammine biogene 
intervengono a livello ipotalamico influenzando la liberazione di GHRH o di 
somatostatina. 
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Gli agenti α-adrenergici provocano in tutti un rilascio di GH e perciò gli α-
antagonisti lo bloccano. Anche i β-mimetici sono utilizzati, in alcune specie 
domestiche, come gli auxinici poiché determinano un effetto stimolante la 
liberazione della somatotropina. 
Somatoliberina (GHRH) 
Il fattore di rilascio dell’ormone somatotropo è stato isolato e caratterizzato da 
Rivier et al. (1982) come un peptide composto da 40 amminoacidi e fortemente 
stimolante la secrezione del GH. Nello stesso anno Guilliemin et al. identificarono 
un altro peptide, formato da 44 aminoacidi, il quale aveva le stesse azioni del 
primo. Dal confronto delle due molecole è risultato che i primi 40 amminoacidi 
sono uguali e la forma più lunga è  quella che si riscontra fisiologicamente nel 
circolo. Comunque, le due forme sono biologicamente attive e stimolano la 
secrezione del GH nelle cellule ipofisarie sia in vitro che in vivo (Moseley et al., 
1985), inoltre, conservano attività anche parti della molecola lunghe solo 29 
aminoacidi. E’ stato identificato anche un pre-ormone di circa 108 aminoacidi. I 
meccanismi che iniziano la demolizione enzimatica del precursore ed il distacco 
del cosiddetto “segnal peptide” non sono noti. La somministrazione di questo 
peptide, dose compresa tra 10 e 1000 mg, determina una proporzionale secrezione 
di GH entro 5 - 15 minuti negli ovini (Hart et al., 1985). Il trattamento con GHRH 
per alcuni giorni con 3,6 mg incrementa il livello basale e l’ampiezza dei pulse ma 
non determina una variazione del numero di pulse nelle 12 ore rispetto ai 
controlli. Tuttavia, se si somministra il GHRH in infusione continua per 12 ore si 
assiste ad un calo della concentrazione ematica del GH, presumibilmente per un 
depauperamento delle riserve di questo ormone a livello ipofisario. Tuttavia non si 
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può escludere una inibizione della secrezione del GH determinata dagli alti livelli 
dello stesso ormone in circolo, presumibilmente, attraverso la somatostatina o le 
somatomedine (IGF) (Berelowitz et al., 1981). 
Somatostatina 
La somatostatina è un peptide formato da 14 amminoacidi, venne isolata 
dall’ipotalamo di ovino da Brazeau et al., (1973). Questo polipeptide, prodotto dai 
neuroni dell’area paraventricolare localizzata immediatamente sotto il chiasma 
ottico, esercita la sua azione inibente sulla secrezione del GH, ma anche del TSH, 
dell’insulina, del glucagone, della gastrina, del VIP, del pancreas esocrino ed 
alcune volte anche della PRL. 
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1.3.2 PROLATTINA (PRL) 
La prolattina è un ormone sintetizzato e secreto, in massima parte, dalle cellule 
lattotrope dell’ipofisi anteriore e, per le sue proprietà genetiche, strutturali e 
funzionali, appartiene allo stesso gruppo dell’ormone somatotropo (GH) e del 
lattogeno placentare (PLs). La PRL possiede un elevato numero di funzioni 
biologiche, notevolmente maggiore rispetto a tutti gli altri ormoni dell’ipofisi 
anteriore. Il gene che codifica per la PRL ha una lunghezza complessiva di circa 
10 kb ed è composto da cinque esoni e quattro introni. Il cDNA è composto di 914 
nucleotidi contenenti una Open Reading Frame di 681 nucleotidi, codificante per 
un preormone di 227 aa, che a sua volta include un peptide segnale di 28 aa 
(Sinha, 1995). La forma matura della PRL, negli ovini, è costituita da una singola 
catena di 199 amminoacidi, con un peso molecolare di 23.000 Da (Li et al., 1970) 
e tre ponti disolfuro fra sei residui di cisteina (Cooke et al., 1981). 
Sebbene la forma predominante dell’ormone riscontrata nell’ipofisi sia di 23 
kDa, alcune varianti sono state caratterizzate in molti mammiferi e sono il 
risultato di splicing alternativi dell’mRNA prolattinico (variante composta da 137 
aa) (Sinha, 1986 e 1995), clivaggio proteolitico (3 forme da 14, 16, e 22 kDa) 
(Clapp et al., 1994 Torner et al., 1995) e altre modificazioni post translazionali 
(dimerizzazione, polimerizzazione, fosforilazione, glicosilazione) (Sun et al., 
1996). 
Oltre ad essere sintetizzata e secreta dalle cellule lattotrope, la prolattina è 
prodotta da numerose altre cellule e tessuti, come le cellule mammosomatotrope 
della stessa ipofisi, che sintetizzano anche il GH (Frawley et al., 1985), 
dall’ipotalamo (Griffond et al., 1994), dalla placenta, dall’utero (Anthony et al., 
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1991 e 1995), dalle cellule dell’epitelio mammario (Nolin e Witorsch, 1976) e dai 
linfociti (Jurcovicová et a., 1993; Ben-Jonathan et al., 1996). 
La PRL si può ritrovare in diversi fluidi oltre il siero, come il liquido 
cerebrospinale, il liquido amniotico, il latte, il film lacrimale, il liquido follicolare. 
 
1.3.2.1. AZIONI DELLA PROLATTINA (PRL) 
La prolattina è stata originariamente isolata come fattore stimolante lo 
sviluppo mammario e la lattazione nel coniglio e, successivamente, la 
stimolazione della produzione del latte del gozzo nei piccioni. I piccoli fino al 10° 
giorno di vita sono nutriti dai genitori con un particolare prodotto della 
degenerazione caseosa dell’epitelio che riveste internamente l’ingluvie: il latte del 
gozzo. Esso, nei primi 10 giorni di vita, rappresenta l’unica fonte di nutrimento; la 
produzione del latte del gozzo è stimolata, in entrambi i sessi, dai livelli ematici di 
prolattina la cui secrezione inizia al 14° gg di incubazione delle uova e continua 
fino a 25 gg dopo la schiusa. La massima produzione si ha 4 gg dopo la schiusa 
(Balanini, 2001). 
Le numerose attività esercitate sulla ghiandola mammaria sono le più 
conosciute di quest’ormone, per quanto lo stesso sia responsabile di significativi 
effetti sulla riproduzione dei mammiferi (azione luteotropica), sul bilancio idro-
elettrolitico, sulla crescita, sullo sviluppo, sul metabolismo, sul SNC, sul 
comportamento e sul sistema immunitario. 
PRL E LATTAZIONE 
I molteplici effetti della prolattina sulla ghiandola mammaria includono: 
sviluppo (mammogenesi); sintesi del latte (lattogenesi); mantenimento della 
secrezione lattea (galattopoiesi). 
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Per quanto riguarda lo sviluppo della mammella, la PRL controlla, con un 
meccanismo diretto sull’epitelio mammario, lo sviluppo lobuloalveolare durante 
la gravidanza, in preparazione della successiva lattazione (Brisken et al., 1999); 
infatti, individui privi del gene per la sintesi della PRL presentano un’anormale 
mammogenesi caratterizzata dalla completa assenza di unità lobuloalveolari 
(Horseman et al., 1997). 
Anche la lattogenesi richiede decisamente l’intervento della PRL ipofisaria, 
poiché stimola l’uptake di alcuni amminoacidi, la sintesi delle caseine e dell’α-
lattoalbumina, l’uptake del glucosio e la sintesi del lattosio così come del grasso 
del latte (Barber et al., 1992). Insieme alla PRL, altri ormoni quali progesterone, 
estrogeni, glucocorticoidi, somatotropina, insulina, ormoni tiroidei, calcitonina, 
alcuni fattori della crescita giocano un ruolo importante nella galattopoiesi ed 
anche l’ossitocina può avere parte nella galattopoiesi in diversi mammiferi. 
La lattazione viene inibita dalla somministrazione di agonisti della dopamina, 
essendo questa, il fattore ipotalamico di inibizione della PRL. 
Gli stimoli della suzione o della mungitura provocano, tramite un riflesso 
neuroendocrino, la liberazione di ossitocina per l’eiezione lattea e di prolattina per 
la secrezione. Il rilascio di PRL in seguito allo stimolo ha un periodo maggiore di 
latenza rispetto all’ossitocina ed il suo picco plasmatico dipende dalla stagione e 
dallo stadio di lattazione. Negli animali selezionati per la produzione lattea il 
ruolo della PRL nel mantenimento della lattazione si è dimostrato trascurabile, al 
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PRL E REGOLAZIONE DELL’ATTIVITÀ DEL CORPO LUTEO. 
La PRL possiede un’azione luteotropa, intensificando la produzione di 
progesterone (Freeman, 1994). In assenza di PRL, il maggiore steroide prodotto 
dal corpo luteo è il 20α-idrossiprogesterone, catabolita inattivo del progesterone, 
la cui sintesi è catalizzata dall’enzima 20α-idrossiprogesterone deidrogenasi 
(Rothchild, 1981). La PRL aumenta la secrezione di progesterone in due modi: 
potenziando l’azione steroidogenica dell’LH nelle cellule della granulosa 
(Richards e Williams, 1976) ed inibendo la 20α-idrossiprogesterone deidrogenasi 
(Freeman, 1994). 
Oltre alla sua azione luteotropica, la PRL sembra possedere nei mammiferi 
anche un ruolo nella luteolisi inducendo la morte cellulare programmata del corpo 
luteo (Kanuka et al., 1997). 
Come fattore regolatore della formazione e distruzione del corpo luteo, la PRL 
ha quindi un ruolo importante nel mantenimento dello stato fisiologico dell’estro, 
della gravidanza e della lattazione. 
PRL E COMPORTAMENTO 
La quasi totalità delle femmine adulte di mammiferi mostra, immediatamente 
dopo il parto, alcune forme di cure parentali verso la prole, quali la creazione del 
nido, la protezione, così come il raggruppamento, la pulizia e l’allattamento dei 
piccoli, mentre nelle femmine nullipare questa risposta è meno intensa o 
completamente assente. Le variazioni endocrine che si verificano durante ed alla 
fine della gravidanza, fra le quali l’incremento di PRL e PLs sono considerate 
responsabili dell’induzione del comportamento materno (Bridges, 1994, Numan, 
1994), anche se va sottolineato che la PRL di per se non è capace di dare inizio a 
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tale comportamento, ma è importante per la diminuzione del periodo di latenza al 
suo avvio (Bridges et al., 1990). 
PRL SISTEMA IMMUNITARIO ED EQUILIBRIO OSMOTICO 
La PRL è un mediatore della rete immunoneuroendocrina, dove il sistema 
nervoso, endocrino ed immunitario comunicano tra loro e gioca un ruolo 
importante nella regolazione della risposta immunitaria cellulare ed umorale sia 
negli stati fisiologici che patologici. (Buskila e Shoenfeld, 1996; Neidhart, 1998; 
Walzer, 1993). 
È stabilito che la PRL incrementa l’immunità umorale e cellulo-mediata (Berci 
e Nagy, 1981, 1982), riduce l’anemia, la leucopenia e la trombocitopenia in topi 
ipofisectomizzati (Nagy, Berci, 1989). Essa induce, inoltre, la proliferazione dei 
linfociti e ne inibisce l’apoptosi (Fletcher-Chiappini et al., 1993; LaVoie e 
Witorsch, 1995). 
Alla fine degli anni 80 ed inizio anni 90, è stato dimostrato che l’attivazione 
dei macrofagi è un effetto mediato dalla PRL, oltre che dall’attività esercitata dal 
GH, (Bernton et al., 1988). Anche  la produzione di anione superossido, 
responsabile dell’inattivazione degli organismi patogeni (Edwards et al., 1988; Fu, 
1992), è un effetto mediato da questo ormone. 
Un altro effetto studiato della PRL è la regolazione del trasporto dei soluti 
attraverso le membrane cellulari nei mammiferi. 
Ad esempio la PRL opera numerose attività riguardanti il trasporto dei soluti 
attraverso le membrane cellulari dell’epitelio mammario. In linea con le sue 
proprietà lattogeniche, si è visto che diminuisce il trasporto del sodio ed aumenta 
il trasporto del potassio (Falconer et al., 1983 Falconer e Rowe, 1975). Stimola il 
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trasporto dell’acqua attraverso le membrane amniotiche (Balsa et al., 1996) ed è 
responsabile del trasporto di fluidi, sodio, cloro e calcio attraverso le membrane 
dell’epitelio intestinale (Lamberts e Macleod 1990, Langer et al., 1973). 
 
1.3.2.2. REGOLAZIONE DELLA SECREZIONE DELLA PRL IPOFISARIA 
La secrezione della PRL è condizionata da una grande varietà di stimoli 
esogeni ed endogeni. Gli stimoli fisiologici più importanti che incrementano la 
secrezione di PRL pituitaria sono la suzione, lo stress ed alti livelli di ormoni 
steroidei, primariamente estrogeni (Neill 1970, 1974). Questi ultimi agiscono in 
maniera diretta sulle cellule lattotrope e portano ad un aumento della secrezione di 
PRL sia a livello basale che in risposta agli stimoli. I glucocorticoidi deprimono 
invece la risposta della PRL al TRH (fattore stimolante). Questi stimoli sono 
recepiti dall’ipotalamo che elabora una serie di PRF (Prolactin-releasing factors) e 
PIF (Prolactin-inhibiting factors). Nei mammiferi l’ipotalamo esercita un ruolo 
principalmente inibitorio sulla PRL pituitaria (Ben-Jonathan, 1985). Le cellule 
lattotrope hanno un’alta attività secretoria spontanea, tenuta sotto controllo da 
un’inibizione tonica esercitata dall’ipotalamo. Quindi esso agisce sul controllo 
della secrezione di PRL rimuovendo l’inibizione o sovrapponendo un elevato 
impulso stimolante. 
Inoltre, la secrezione di PRL è influenzata da numerosi fattori rilasciati dalle 
cellule lattotrope stesse (regolazione autocrina) o da altre cellule all’interno 
dell’ipofisi (regolazione paracrina), in tal modo alcune funzioni della PRL 
possono essere attivate senza che ci siano variazioni nella sua concentrazione 
ematica. 
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La dopamina prodotta dai neuroni dopaminergici tuberoinfundibulari (TIDA), 
che hanno il corpo cellulare nella porzione dorso-mediale del nucleo arcuato, è il 
principale fattore di inibizione ipotalamica, questa raggiunge, via circolo portale, 
l'ipofisi anteriore. Le azioni ormonali di questo sistema si esercitano mediante 
recettori di tipo D2 (Caron et al., 1978).  
Il TRH, secreto dall’ipofisi nei vasi del sistema portale ipotalamo-ipofisario, è 
considerato un importante PRF, in quanto stimola in modo dose-dipendente il 
rilascio di PRL dalle cellule lattotrope pituitarie sia in vitro che in vivo (Blake, 
1974; Tashjian et al., 1971). Parecchi studi hanno inoltre dimostrato l’importanza 
del TRH nel rilascio di PRL indotto dalla suzione (Plotsky e Neill, 1982). 
Più recentemente è stato isolato dall’ipotalamo di bovino un peptide che ha 
mostrato la capacità di stimolare il rilascio di prolattina in maniera specifica e 
potente (Hinuma et al., 1998). Questo peptide, che per tale ragione è stato 
denominato Prolactin-releasing peptide (PrRP), è prodotto da cellule che hanno il 
loro corpo cellulare per lo più nei nuclei del tratto solitario, nei nuclei ventrali e 
laterali del midollo allungato e nella porzione caudale dei nuclei dorsomediali 
dell’ipotalamo, le cui fibresono proiettate in un ampio raggio di aree cerebrali 
(Fujii et al., 1999). Nei primi studi (Hinuma et al., 1998; Matsumoto et al., 1999) 
è stato dimostrato che il PrPR stimola la secrezione di PRL sia in vitro che in vivo 
con una intensità pari a quella del TRH, anche se lavori più recenti (Jarry et al., 
2000; Curlewis et al., 2002) hanno ridimensionato tale ruolo, suggerendo il 
coinvolgimento del PrRP in un più ampio raggio di funzioni neuroendocrine. 
Ulteriori studi sono necessari per confermare il coinvolgimento del PrRP nella 
secrezione di PRL. 
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1.3.2.3. RILASCIO DI PRL IN RISPOSTA A STIMOLI ESTERNI  
Luce 
Negli animali che subiscono l’influenza del fotoperiodo, la luce è 
un’importante regolatore della secrezione di prolattina. Infatti, nei topi, una 
alterazione nella durata della fase di luce comporta una alterazione del picco di 
PRL durante il proestro (Blake, 1976) e quello indotto dall’accoppiamento. In ratti 
ovariectomizzati trattati con estrogeni, una completa rimozione del fotoperiodo, 
esponendo gli animali a luce costante, o a vari gradi di privazione della luce, 
induce una variazione nella secrezione di PRL, simile al picco che si verifica 
durante il proestro, (Pieper e Gala, 1979) e modifica il picco di secrezione di PRL 
indotto dall’accoppiamento (Bethea e Neill, 1979). Questi dati evidenziano il fatto 
che questi eventi sono sotto il controllo di un ritmo circadiano endogeno e che la 
variazione periodica dell’illuminazione guida questo ritmo. 
Nella pecora la secrezione di PRL dipende inoltre dalla durata delle ore di 
luce, poiché il suo rilascio diminuisce durante le stagioni con un breve 
fotoperiodo (Kennaway et al., 1982). L’effetto del fotoperiodo è mediato dalla 
melatonina secreta dalla ghiandola pineale, sia passando attraverso il nucleo 
soprachiasmatico, che agendo direttamente sull’ipofisi. 
Durante le giornate brevi diminuisce l’attività dopaminergica (Thiery, 1991), 
ma questa variazione non sembra avere un effetto diretto sulla secrezione di PRL 
(Viguie et al., 1996, 1997). 
Stress 
È chiaro che la secrezione di PRL è fortemente condizionata dallo stress. Una 
serie di diversi stimoli stressanti è stata utilizzata in vari studi per caratterizzare il 
tipo d’effetto sulla secrezione di PRL. Questi includono lo stress indotto dall’etere 
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(Minamitani et al., 1987; Lookingland et al., 1990; Banky et al., 1994), il 
confinamento (Fujikawa et al., 1995; Gala e Haisenleder, 1986; Jurcovicova et al., 
1990; Kehoe et al., 1991), lo stress termico (Vähä-Eskeli et al., 1991), le 
emorragie (Carlson et al., 1990), il conflitto sociale (Huhman, 1995). Poichè, in 
molti casi, la risposta nella secrezione di PRL (stimolazione o inibizione) 
differisce in relazione alla natura dello stress, non è possibile descrivere un unico 
meccanismo, ma uno associato ad ogni modalità di stress. 
La risposta allo stress indotto dall’esposizione all’etere, riportata in studi 
effettuati sul ratto, differisce in relazione allo stato riproduttivo dell’animale: 
durante il diestro lo stress da etere incrementa la secrezione di PRL (Neill, 1970), 
mentre per quanto riguarda il proestro, non è chiaro se in questa fase del ciclo 
estrale si abbia un aumento (Jurcovicova et al., 1989), una diminuzione 
(Morishige and Rothchild, 1974) o nessun effetto sulla secrezione di PRL, in 
quanto studi diversi hanno fornito dati contrastanti. 
Il confinamento applicato prima dell’incremento di PRL nel tardo proestro, lo 
amplifica. Se, invece, lo stimolo stressante è applicato durante l’incremento della 
PRL, quest’ultimo è attenuato (Smith and Gala, 1977). Inoltre questo stesso 
stimolo stressante inibisce l’incremento notturno di PRL durante la 
pseudogravidanza e la gravidanza (Morehead and Gala 1987a, 1989). 
Poichè la dopamina, neurormone ipotalamico, inibisce in maniera tonica la 
secrezione di PRL, potrebbe essere implicata negli effetti mediati dallo stress sulle 
variazioni della PRL. Infatti il pimozide, un antagonista della dopamina, previene 
la diminuzione del picco di PRL indotta dallo stress da confinamento (Gala e 
Shevach, 1994). Altre sostanze di origine ipotalamica implicate nella variazione 
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della secrezione di PRL durante lo stress sono la serotonina, l’istamina, 
l’ossitocina e la vasopressina. 
L’importanza fisiologica della variazione nella secrezione di PRL in risposta 
allo stress per l’organismo è alquanto ambigua. È chiaro che né la diminuzione del 
picco di PRL durante il proestro indotta dallo stress influenza il ciclo estrale nel 
ratto, né la riduzione del picco notturno dovuta all’accoppiamento ha alcun effetto 
sulla conseguente gravidanza o pseudogravidanza nel ratto (Morehead e Gala, 
1987b). Dovendo assegnare un ruolo alla PRL nella risposta immunitaria umorale 
o cellulomediata, si può ragionevolmente ipotizzare che la secrezione di PRL, in 
risposta allo stress, possieda una funzione immunomodulatrice al fine di 
proteggere l’organismo dalle conseguenze dello stress (Gala, 1990). Sebbene non 
ci siano dati sperimentali che provino questa ipotesi, si è visto che la secrezione di 
PRL, soprattutto durante la lattazione, agisce come un fattore di protezione nelle 
ulcere gastriche indotte dallo stress (Drago et al., 1990). 
 
1.4. L’OMEOSTASI ORGANICA 
Ogni animale nel suo habitat naturale, si deve confrontare con situazioni 
potenzialmente dannose come stimoli ambientali di diverso tipo, attacco dei 
predatori, competizione tra conspecifici. L’abilità a fronteggiare tali situazioni 
ostili, senza dubbio, ha determinato nella maggioranza dei mammiferi il successo 
evolutivo, sicuramente attraverso lo sviluppo di una serie di risposte endocrine 
atte a rendere l’organismo pronto ad una reazione allo stimolo per salvaguardare 
la sua omeostasi. L’entità di questi adattamenti dipende notevolmente dal tipo e 
dalla durata dello stimolo ma anche da fattori strettamente individuali quali la 
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specie e/o la razza, o addirittura la stessa esperienza maturata dal soggetto rispetto 
allo stimolo. Tali adattamenti rappresentano potenziali danni all’allevamento in 
quanto possono riflettersi direttamente sulle produzioni e sulla capacità di difesa 
organica dalle noxae patogene. Le variazioni dell’assetto ormonale fanno parte di 
questi adattamenti portando l’organismo ad utilizzare le proprie risorse per 
difendersi dai vari agenti stressogeni. Il sistema ipotalamo-ipofisi-surrene 
funziona da mediatore bidirezionale tra il corpo e le strutture nervose centrali 
orchestrando gli adattamenti dell’animale sia di tipo comportamentale che 
metabolico come l’aumento di alcuni substrati energetici che possono essere 
considerati di pronto intervento (quali il glucosio, i NEFA ed i trigliceridi).  
In tale asse neuroendocrina svolge un’azione anche il prodotto del gene 
POU1F1 (Ingraham et al.,1999). 
 
1.5. PROTEINA POU1F1 
Il fattore di trascrizione pituitario -1 (Pit-1 – nomenclatura ufficiale POU1F1) 
appartiene al gruppo delle proteine della famiglia POU caratterizzata da uno 
specifico dominio POU (POU-SD) e da un omodominio (POU HD) che presenta 
alta affinità di legame con i promotori di differenti geni ed è in grado di attivarne 
la trascrizione. 
Tale proteina è coinvolta in funzioni critiche in diversi eucarioti poiché regola 
l’espressione di geni coinvolti nello sviluppo e di quelli tessuto specifici. 
Essa si lega a diversi elementi del DNA nei suoi geni target, in quanto 
possiede un’ampia versatilità nel riconoscimento di tali elementi. Il sub dominio 
POU specifico si lega perpendicolarmente ai piani delle eliche del DNA. Tale 
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modalità di legame determina diversi orientamenti nello spazio del dominio 
rendendo la famiglia delle proteine con dominio POU molto abile nel legame con 
il DNA, anche in virtù della loro capacità di formare monomeri e dimeri 
assumendo diverse configurazioni. 
La loro struttura bipartita è costituita da uno specifico dominio il POU, 
indicato come POU-S, altamente conservato formato da circa 75 aa, legato tramite 
un linker (legame di lunghezza e composizione variabile) all’omodominio di 60 
aa indicato come POU-H. 
La flessibilità del legame fornisce la possibilità ai diversi sottodomini di 
assumere differenti  orientamenti e distanze nello spazio, ampliando il repertorio 
dei siti di DNA riconosciuti dalle proteine con dominio –POU. In particolare, 
POU1F1 si lega ad un complesso di geni “pattern di siti promotori ed enhancer” 
regolandone l’espressione. Il sito di legame varia ampiamente intorno ad una 
debole sequenza consenso (A/T)(A/T)TATNCAT e questo permette al fattore 
PIT-1 di configurarsi diversamente nei diversi siti di legame (Fig. 1). La maggior 
parte delle volte il Pit-1 si lega come dimero, altre volte come monomero come 
nel caso del gene della prolattina 1D (Igramham et al., 1990) ed, in alcuni casi, 
diverse proteine cooperano (pit-1 ed oct-1) per formare eterodimeri sul sito di 
alcuni geni (PRL1P della prolattina agisce in sinergia con un recettore di estrogeni 
nucleare ER in un sito distale enhancer (Dasen e Rosenfeld, 2001). 
In alcuni casi alcune proteine appartenenti alla famiglia con POU dominio 
raggiungono una adattabilità estrema; la Brn-2, proteina neuronale, è in grado di 
orientare con il suo POU dominio specifico differenti elementi di DNA. Tutto 
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questo spiega solo in parte la enorme versatilità delle proteine con dominio POU, 
responsabile della loro specificità funzionale. 
Nel DNA i legami glicosidici tra zucchero e base, di una determinata coppia di 
basi, non sono diametralmente opposti l’uno all’altro, si formano così, intorno alla 
doppia elica, due solchi di differente ampiezza come mostrato in figura 1. 
 
Figura 1. Sezione trasversale del DNA che illustra l’origine del solco maggiore e 
del solco minore. Il margine che si estende per più di 180° tra un legame 
glicosidico e l’altro è il margine maggiore e forma il solco maggiore. Il margine 
che si estende per meno di 180° tra i due legame glicosidici è il margine minore e 
forma il solco minore (Rawn, 1990). 
 
 
Il bordo dell’elica dove l’angolo tra un legame glicosidico e l’altro misura più 
di 180° è definito margine maggiore ed il solco risultante solco maggiore, mentre 
il lato dell’elica in cui tale angolo misura meno di 180° è definito margine minore 
ed il solco risultante solco minore. In entrambi i solchi le basi sono esposte al 
solvente e sono chimicamente distinguibili, cioè le molecole che interagiscono 
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con particolari basi possono identificarle senza modificare la doppia elica (Fig. 2). 
.  
Figura 2. Contatti del complesso POU1F1 con le coppie di basi del DNA. I 
contatti avvengono sia a livello del solco maggiore che di quello minore; i legami 
idrogeno sono mostrati con frecce continue, le interazioni non polari con frecce 
tratteggiate. I due monomeri del Pit-1 sono mostrati nei colori azzurro e bordeaux. 
Le basi del DNA sono colorate con lo stesso colore del sottodominio che prende 
contatto con il solco maggiore. Nella figura si può notare l’elevata 
sovrapposizione dei contatti. 
 
DOMINIO POU-S 
Il dominio POU specifico consiste di un cluster di quattro α eliche, con le 
eliche α 2 ed α 3 formanti il motivo del dominio, l’elica gomito elica (HTH: helix-
turn-helix).  
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Il motivo “elica gomito elica” prevale in modo particolare nelle proteine 
multimere che si legano al DNA. In questi casi le eliche della proteina che 
sporgono nel solco maggiore sono separate da giri di elica interi di DNA, questo  
permette alla proteina di stare su un lato dell’elica del DNA e di legarsi alle 
sequenze simmetriche degli operatori. L’elica 3 si inserisce nel solco maggiore del 
DNA, l’elica 2 è come se attraversasse tale solco e quattro amminoacidi uniscono 
le due α eliche formando un gomito: questo motivo è noto come motivo elica 
gomito elica. 
Il sito riconosciuto è GTAT e l’opposto ATAC per incrociare l’orientamento 
opposto del dominio POU specifico (Fig. 3). 
 
 
Figura 3. Orientamento del legame della proteina POU1F1 al DNA: i due domini 
POU sono mostrati in azzurro e bordeaux; le frecce indicano l’orientamento 
relativo del dominio POU-specifico (POU-S) e dell’omodominio (POU-H). 
 
 
Il motivo elica gomito elica è ancorato al DNA tramite estesi contatti con 
l’ossatura zucchero fosfato. I residui Arginina 20, Glutammina 27, 44 e Acido 
glutammico 51 sono conservati in tutti i domini POU specifici negli eucarioti ed 
anche in alcune proteine procariotiche.  
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La conservazione nei procarioti e negli eucarioti di alcuni contatti nel 
dominio, che si lega all’ossatura del DNA, indica un modo simile di ancoraggio 
nel quale il primo, il secondo ed il sesto residuo amminoacidico lungo l’elica di 
riconoscimento sono localizzati in maniera tale da riconoscere un sito di 4 bp nel 
solco maggiore del DNA. (Jacobs e al., 1997). 
Le due classi di proteine si differenziano comunque, perché le proteine 
procariotiche raggiungono l’alta affinità di legame tramite formazione di dimeri, 
mentre quelle eucariotiche tramite un legame ad un secondo dominio 
(l’omeodominio) che si lega al DNA (fig. 4). 
 
Figura 4. Complesso PIT-1. Le linee tratteggiate corrispondono ai legami 
flessibili che uniscono i domini POU specifici (POU-S) agli omodomini POU-H; 




Le interazioni proteina-DNA sono mostrate in dettaglio nelle successive figure 
Fig. 5a, 5b: 
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 Figura 5a. Particolare dell’elica di riconoscimento di un dominio POU-S con in 
evidenza i residui Ser-43, Gln-44, Thr-45, and Arg-49 che interagiscono con il 





Figura 5b. Particolare dell’elica di riconoscimento di un dominio POU-H , nel 
solco maggiore del DNA mostrante i legami idrogeno formati dai residui Asn-51 e 
Gln-54 con le coppie di basi del DNA. L’Arg-46 forma un legame idrogeno con il 
coinvolgimento di una molecola d’acqua. La Val-47 e la Cys-50 interagiscono con 
le coppie di basi mediante interazioni di van der Waals . Fig. 4a , 4b sono state 
create con il programma GRASP (Nicholls 1993) (Jacobs et al., 1997). 
 
 
La flessibilità raggiunta da questa classe di proteine oltre che dai diversi 
orientamenti nello spazio, dal legame di tipo multimerico deriva da interazioni di 
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tipo cooperativo tra le proteine con dominio POU e numerosi cofattori (Holloway    
et al.,1995) che conferiscono a tali proteine la possibilità di agire su differenti 
elementi di DNA mantenendo un’azione gene specifica. 
DOMINIO POU-H 
L’omeodominio (POU-H) è formato da 3α-eliche ed un braccio 
amminoterminale che si inserisce nel solco minore del DNA. Le eliche α 2 e α 3 
formano il motivo elica gomito elica (HTH) dell’omeodominio, con α 3 nota 
come elica di riconoscimento, che interagisce con una coppia di basi nel solco 
maggiore del DNA. Nella parte carbossiterminale dell’elica di riconoscimento del 
Pit-1 omeodominio, gli ultimi quattro residui amminoacidici si trovano in una 
conformazione estesa (aperta) e tramite questa parte si ha l’interazione per la 
formazione del dimero (Fig. 6).  
 
Figura 6. Un’immagine tridimensionale dell’interfaccia del dimero mostrante 
l’elica di riconoscimento dell’omeodominio di un monomero (in bordeaux) in 
stretto contatto con il dominio POU specifico dell’altro monomero (in azzurro) La 
Val-59 si inserisce in una piccola tasca idrofobica sulla superficie del dominio 
POU-specifico. Inoltre tre legami idrogeno (mostrati con linee tratteggiate in 
giallo) si stabiliscono tra le molecole; Di questi, due tra gli atomi principali della 
catena ed il terzo tra l’Arg-58 e la Gln-54. 
 
Alcuni residui dell’interfaccia di dimerizzazione (Arg-58) sono stati 
identificati come facenti parte del mutational hot spot (sequenze del DNA con una 
suscettibilità elevata alle mutazioni) responsabili della sindrome nota come CPHD 
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(Combined Pituitary Hormone Deficiency) nell’uomo (Ohta et al., 1992; 
Radovick et al., 1992; Cohen et al., 1995; Radovick, 2002). Gli individui con tale 
patologia mostrano ridotta sintesi e secrezione del GH e di alcuni ormoni 
sintetizzati dall’ipofisi anteriore (PRL, TSH, LH, FSH, ACTH). 
La sequenza riconosciuta è ATGT (Fig. 2, 3) anche in questo caso alcuni 
residui per il legame al DNA sono conservati, ma la Glutammina 54, con il suo 
legame alla adenina, garantisce un livello maggiore di specificità per la sequenza 
AT presente nel solco maggiore ed è invariante nell’omeodominio della famiglia 
POU (Fig. 2). La specificità per la coppia di basi che precede la sequenza AT 
dipende dalla Cisteina 50 che interagisce tramite forze di Van der Waals con il 
gruppo metile di una timina in posizione 2, e dall’Arginina 46 che forma un 
legame H mediato da una molecola di acqua. I contatti con il solco minore 
avvengono per mezzo dell’Arginina 5 del braccio NH3 terminale ( Fig. 2). 
L’interfaccia del dimero è formata dal POU-H di un monomero ed il POU-S 
del monomero simmetrico. La formazione del dimero coinvolge: la parte 
carbossiterminale estesa dell’elica di riconoscimento dell’omeodominio di un 
monomero (α 3), i residui specifici della parte amminoterminale dell’elica α 1, il 
loop formato dalle eliche α 3 ed α 4 del dominio POU specifico del relativo 
monomero simmetrico (Fig. 6).  
Le interazioni sono ponti idrogeno e idrofobiche, queste ultime sono 
attribuibili alla Valina-59 dell’POU-H che si inserisce in una piccola tasca 
idrofobica sulla superficie del dominio POU-S (Fig. 6). 
Il dimero si lega alla forma B del DNA ed interagisce con il DNA al centro del 
sito (12bp) tramite una short stretch sequenza. 
Cinzia Daga – Ricerca di polimorfismi nel gene POU1F1 negli ovi-caprini di razza Sarda 
Tesi di Dottorato in Riproduzione, produzione, benessere animale - Università degli studi di Sassari 
40
 1.6. GENE POU1F1 
Il gene POU1F1 è altamente conservato nelle diverse specie animali ed è 
costituito da 6 esoni e 5 introni nei mammiferi, mentre negli uccelli da 7 esoni e 6 
introni (Fig. 7). 
 
 
 Figura 7. Rappresentazione schematica del gene POU1F1 nei mammiferi (Ovis 
aries). 
 
Gene POU1F1 in Mus musculus  
Nei primi anni 90 Li et al. (1990) localizzarono il gene POU1F1 nel 
cromosoma 16 del topo, (Pit-1 è la forma ortologa murina) e correlarono una 
mutazione nel gene con la spina bifida nel roditore. I ceppi di topi Snell dwarf 
(dw) and Jackson dwarf (dw-J) hanno mutazioni puntiformi nel gene Pit-1 che 
causano una minor presenza di cellule tireotrope, somatotrope e lattotrope. 
La proteina nel topo riconosce inoltre le sequenze dei promotori dei geni GH e 
PRL ed è necessaria per la trans attivazione di questi geni (Yu et al., 2001). 
Gene POU1F1 in Homo sapiens sapiens  
Nell’uomo si conoscono 21 mutazioni autosomiche (Turton et al., 2005; 
Miyata et al., 2005) recessive o dominanti del gene POU1F1 responsabili della 
insufficiente produzione di GH, PRL e TSH (Reynaud et al., 2004). Le mutazioni 
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in questo gene possono essere associate con la spina bifida e negli stessi soggetti 
si registra anche la mancanza di sintesi del GH, ma non c’è ipoplasia della 
ghiandola pituitaria (Pfalle et al., 1992). Questo suggerisce che il ruolo del 
POU1F1 non è solo quello di controllare lo sviluppo della ghiandola, ma anche di 
regolare la sintesi del GH. 
Gene POU1F1 in Gallus gallus domesticus –Meleagris gallonavo.  
Il gene POU1F1 nel pollo risulta localizzato nel cromosoma 1 (GGA1) e si 
estende per 14Kb. Diversi QTL che influenzano l’accrescimento corporeo sono 
stati identificati su questo cromosoma, ma solo uno interessa il locus del gene 
PIT1. Mutazioni a livello di tale gene potrebbero regolare l’espressione del GH, 
gene con un importante ruolo nella crescita, alterando l’abilità di legame della 
proteina regolatrice al suo promotore. 
Nel pollo sono stati individuati complessivamente 23 SNPs ed un’inserzione 
di 53bp in una regione di 2400bp del gene Pit-1, ma gli effetti genetici sulle 
caratteristiche produttive di questi animali sono ancora da identificare (Nie et al., 
2005). Uno SNP non sinonimo, una trasversione da adenina (A) a timina (T), è 
stata trovata nel sesto esone e determina il cambiamento del codone 299 da AAC 
a ATC portando ad una sostituzione di una asparagina con una isoleucina 
(Asn299Ile) nel POU dominio (Jiang et al., 2004). La distribuzione dei diversi 
alleli e le frequenze genotipiche differiscono nei polli da carne (più alta frequenza 
dell’allele A e del genotipo AA rispetto all’allele T) rispetto alle galline ovaiole 
(Layer-Type). In particolare, il genotipo AA risulta associato ad un accrescimento 
precoce con un maggiore peso ad 8 settimane dell’animale (Jiang et al., 2004). 
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Cinque polimorfismi (MR1-MR5) del gene Pit-1 tra quelli individuati, 
un’inserzione e 4 SNPs, sono stati indagati per evidenziare eventuali correlazioni 
sulle caratteristiche quanti-qualitative della carcassa (Nie et al., 2008). 
L’associazione è stata trovata solo per le caratteristiche di crescita e non per la 
qualità della carcassa, con un effetto maggiore dei polimorfismi MR2, MR3, MR5 
nelle fasi precoci di crescita, MR1 e MR4 nello stadio intermedio. 
Nel pollo e nel tacchino è nota un’unica isoforma funzionale del fattore di 
trascrizione Pit-1, ma non si conosce se ne vengano espresse diverse in altre 
specie avicole (Kansaku et al., 2007). Nel tacchino si conoscono tre tipi di mRNA 
(Pit-1, Pit-1β e Pit-1w); nel pollo sono state clonate e caratterizzate 2 isoforme 
(PIT1α e PIT1γ) (Tanaka et al., 1999) prodotte da splicing alternativi della 
lunghezza di 335 aa, 363 aa, 327 aa (Van As et al., 2000). Dal punto di vista 
strutturale l’isoforma Pit-1α del pollo corrisponde alla Pit-1 del tacchino, la Pit-1γ 
del pollo è omologa alla Pit-1w del tacchino. Van As et al. (2000) hanno 
individuato anche l’mRNA Pit-1β durante l’embriogenesi del pollo. La Pit-1 e Pit-
1β degli avicoli sono paragonabili alla Pit-1α e Pit-1β dei mammiferi. La 
differenza nella lunghezza e la bassa similarità della regione 3’–UTR può indicare 
che la mutazione a livello genetico si è verificata durante l’evoluzione ed il 
processo di speciazione (Kansaku et al., 2007). Nelle specie aviari studiate la 
maggior parte dei residui amminoacidici entro il dominio specifico (POU-S) ed il 
dominio omodominio (POU-H) risultano conservati in quanto partecipano al 
legame con il DNA e presentano elevata similarità. Nonostante ci siano differenze 
di alcuni amminoacidi la struttura dei due domini è ampiamente conservata in tutti 
i vertebrati inclusi i pesci (Ono e Takayama, 1992; Yamada et al., 1993). Il 
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trascritto del gene Pit-1 è piu lungo di quello dei mammiferi (355 aa) e 
probabilmente tale differente lunghezza deriva dall’inserzione di 38 aa codificati 
da un esone. L’inserzione di 38 amminoacidi riscontrata nel germano reale è 
localizzata nella stessa posizione dei pesci telostei (Ono e Takayama, 1992; 
Yamada et al., 1993; Lorens et al., 1996;). Come nel tacchino, nella carpa, 
l’inserione di 33 aa deriva dall’inserzione di un esone (2°) (Kansel et al., 1999), 
ed, essendo localizzata nel dominio di transattivazione, risulta essenziale per 
l’attivazione del gene PRL anche nel salmone (Majumdar et al., 1996). Poichè il 
Pit-1 è in grado, in vitro, di attivare la trascrizione della prolattina e del GH 
(Weatherly et al., 2001), tale l’inserzione di 38 aa sembra svolgere un ruolo 
importante nell’attivazione dei geni target negli uccelli. Questo potrebbe far 
pensare ad una diversa sequenza consenso di legame negli uccelli e nei teleostei 
ed a una regolazione dell’attivazione dei geni da parte del Pit-1 specifica per le 
specie aviari. Kansaku et al., (2007) hanno identificato il γ mRNA che 
codificherebbe per una proteina di 329 aa nell’ipofisi anteriore (Pit-1γ) del 
germano reale (Anas platyrhynchos), suggerendo che le diverse isoforme possano 
originarsi nei galliformi ed in altre specie domestiche (anseriformi) per la 
presenza di differenti siti d’inizio della trascrizione che portano all’espressione di 
diverse proteine. Il Pit-1w/γ ha un’unica sequenza amminoacidica nella regione 
amminoterminale, tale differenza deriva da un differente sito d’inizio della 
trascrizione localizzato nell’introne 1 (Kansaku et al., 2007). La regione in 5’ 
UTR, nel germano reale, ha un’identità di 86% con quella del pollo e del tacchino 
Tuttavia la regione in 3’UTR, a valle della posizione 2187, risulta più corta e non 
mostra similarità con quella del pollo. 
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Nonostante queste scoperte, il meccanismo di regolazione e di controllo 
dell’espressione del Pit-1γ non è stato ancora bene caratterizzato; Studi ulteriori 
negli uccelli potrebbero spiegare il meccanismo di espressione di questa isoforma 
e chiarire se questo venga espresso in altre specie aviare. Per di più 
consentirebbero di verificare se i polimorfismi di sequenza riscontrati nel pollo a 
livello di questo locus genico possano definire in altre specie domestiche aviari, 
utili markers per operare una selezione per diversi parametri produttivi. 
Gene POU1F1 in Sus domesticus 
Il gene POU1F1 risulta localizzato nel suino nel cromosoma 13 (Yu et al., 
1999). In questa specie sono state identificate diverse varianti dell’ RNA trascritto 
e la sequenza completa del cDNA (Chung et al., 1998; Yu et al., 2001). 
Nel gene POU1F1 del suino sono stati individuati tre polimorfismi (Yu et al., 
1993, 1994) che risultano essere associati con la crescita, lo sviluppo del muscolo 
e le caratteristiche della carcassa. In particolare, su un frammento di 2100 bp, 
comprendente la fine dell’esone 3, il terzo introne e l’inizio dell’esone 4, l’utilizzo 
dell’enzima di restrizione MspI permette di individuare due alleli, il D (420bp, 
830bp, 850bp) ed il C (420bp, 1680bp). Stancekova et al. (1999) hanno trovato 
che il genotipo DD nei suini è associato ad un maggior contenuto di grasso ed una 
carcassa più magra rispetto ai genotipi CC e CD. Questo risultato, ottenuto su 
razze suine europee (Large White e Large White x Landrace), contraddice quello 
ottenuto da Yu et al. (1995) che avevano identificato il genotipo CC come quello 
con più alto contenuto in grasso. Queste discrepanze sembrano dipendere dalle 
diverse razze utilizzate negli studi, ma il polimorfismo nel terzo introne è stato 
comunque correlato con il deposito di grasso e l’accrescimento del peso 
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giornaliero (Song et al., 2005). Inoltre, Sun et al., 2002 hanno evidenziato che i 
genotipi MspI DD avevano alla nascita un minore livello di GH circolante rispetto 
agli altri genotipi e livelli più elevati di prolattina. 
Uno studio di intervallo di mappa ha confermato, nella posizione del gene 
POU1F1, la presenza di un QTL per il peso alla nascita e, nelle vicinanze del gene 
(20cM), un QTL per lo spessore del grasso (Yu et al., 1995). 
Anche l’analisi effettuata con il metodo RsaI PCR-RFLP (Yu et al., 1994; 
Brunsch et al., 2002) ha rivelato che i diversi genotipi sono correlati a diversi 
parametri quali la qualità della carne, la composizione della carcassa, la 
suscettibilità allo stress. Sembra comunque che ci sia un effetto sulle 
caratteristiche quantitative legate ai diversi genotipi del POU1F1 dipendente dalla 
razza dei suini. Il gene POU1F1 avrebbe un effetto maggiore su razze o ibridi per 
la produzione di carne. (Franco et al., 2005).Quindi il gene POU1F1 si è rivelato, 
per il suino, un gene candidato per valutare il rapporto muscolo/grasso e le 
performance di crescita. Inoltre, gli ibridi commerciali per la produzione di carne 
(suino leggero da macelleria) presentano una diversa frequenza allelica e 
genotipica rispetto agli ibridi per la produzione di insaccati (suino pesante da 
trasformazione). Il genotipo DD ha frequenze più elevate nelle razze da carne 
europee: Landrace e Duroc, (83,3% e 84,5%), rispetto alle razze tipo pesante 
Meishan e Jiangquhai, (15% e 11,7%) (Song et al., 2005). Questo indica che la 
mutazione nel terzo introne nel locus POU1F1 potrebbe direttamente influenzare 
la deposizione di grasso ed il contenuto in proteine o essere in linkage (legata a un 
QTL-Linkage disequilibrium) con un QTL che influenza tali caratteristiche. 
Gene POU1F1 in Bos taurus  
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Nel bovino il gene POU1F1 è stato mappato nel cromosoma 1 (Moody et al., 
1995) nel quale sono localizzati i loci per diversi caratteri quantitativi (Woollard, 
2000; Ashwell et al.,2004) ciò ha fatto di questo gene un potenziale candidato per 
i caratteri di accrescimento del bovino. Diversi polimorfismi risultano associati 
con la produzione dei bovini da latte, con l’accrescimento precoce e con le 
caratteristiche della carcassa del bovino da carne (Woollard et al., 1994; Renaville 
et al., 1997a, b; Zhao et al., 2004; Xue et al., 2006).  
In particolare uno SNP individuato nel sesto esone risulta influenzare le 
produzioni di latte (Tuggle e Freeman, 1993; Renaville et al., 1997b). Esso 
consiste in una mutazione silente A>G che crea un sito di taglio individuato 
dall’enzima di restrizione HinfI. Se questo è presente si origina l’allele B, mentre 
l’assenza del sito di taglio identifica l’allele A. Le frequenze riportate in 
letteratura per l’allele A dato dal polimorfismo POU1F1/HinfI sono 0,25 per la 
razza Piemontese (Di Stasio et al., 2002), 0,53 per la Blu Belga (Renaville et al., 
1997a), 0,45 per il bovino Angus (Moody et al., 1995), 0,86 per la razza Canchim 
(Carrijo et al., 2003), 0,00 nella razza pura Zebu (Curi et al., 2006). L’allele A 
sembra non essere correlato con le caratteristiche della carcassa e la crescita nei 
bovini da carne (Curi et al., 2006; Zwierzchowski et al., 2002; Di Stasio et al., 
2002; Zhao et al., 2004). In alcuni studi l’allele B è risultato influenzare la 
quantità di latte ed il suo contenuto proteico ma non quello di grasso (Kai et al., 
2006). Nella razza Blu Belga, gli animali con genotipo BB risultano più pesanti 
all’età di 7 mesi (Renaville et al., 1997). Nell’incrocio della razza Canchim 
taurine/zebu, il genotipo BB è risultato influenzare positivamente il peso allo 
svezzamento (Carrijo et al., 2003). Sono state identificate altre mutazioni come 
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quella missenso nel 3° esone 577C>A (allele minore) che comporta la sostituzione 
dell’amminooacido 76 prolina (Pro) in Istidina (Ist) nella proteina POU1F1. Il 
genotipo raro 577 AA risulta associato con un incremento significativo nella 
longevità produttiva nei bovini da latte rispetto al genotipo 577 CC. Questo 
polimorfismo del gene POU1F1 può essere usato come marcatore nei programmi 
di selezione assistita dei bovini (Huang et al., 2008). 
Nel secondo esone è stato trovato un altro SNP, una sostituzione silente G>A, 
individuabile tramite l’endonucleasi TaqI (Pan et al., 2008). 
Altri polimorfismi identificati con la tecnica HinfI e NalIII PCR-RFLP sono 
localizzati a livello dell’introne 3, dell’introne 4 e dell’introne 5 (Zhao et al., 
2004). 
Queste ultime mutazioni non hanno finora mostrato avere relazioni con 
caratteristiche produttive dei bovini ma, vista la complessità delle azioni di questo 
gene, non si esclude che in futuro queste relazioni possano essere evidenziate. 
Gene POU1F1 in Ovis aries e Capra hircus 
Per quanto riguarda la specie ovina e quella caprina, la localizzazione del gene 
POU1F1 è la stessa del bovino, cromosoma 1q ed evidenzia una forte omologia 
con gli altri ruminanti (Woollard et al., 2000). 
Gli ovini hanno 54 cromosomi (2n), i bovini e caprini 60. Esiste una similarità 
tra ovino, caprino e bovino nelle sequenze nucleotidiche con una media del 96-
97% di identità con il bovino per quanto riguarda le sequenze nelle regioni 
codificanti. 
Ovis aries ha, inoltre, un livello di similarità del 91,2% con Homo sapiens e 
dell’86,2% con Mus musculus. 
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L’elevata similarità tra le specie di ruminanti ha permesso di posizionare 
diversi marcatori nelle mappe di linkage dell’ovino prima, e poi del bovino e 
viceversa. Questo risulta spesso vero anche per i caprini anche se gli studi su 
questa specie sono in numero molto basso e di fatto la mappa di linkage per il 
caprino è poco sviluppata con soli 307 loci contro i 1333 loci dell’ovino. Benchè 
bovini e caprini abbiano lo stesso numero di cromosomi, altri aspetti della 
morfologia e dell’architettura dei cromosomi risultano essere più simili tra ovini e 
caprini piuttosto che con il bovino (Huang et al., 2005). Nonostante queste specie 
siano divergenti da lungo tempo, esse possono incrociarsi e questo dimostra che la 
morfologia dei cromosomi è sufficientemente simile da rendere possibile le 
sinapsi durante la meiosi; perciò, spesso, si possono mutuare studi genetici tra le 
due specie (Maddox et al., 2001; Maddox et al., 2005; Maddox e Cockett, 2007). 
La caratterizzazione a livello di struttura del gene POU1F1 per la specie ovina 
è avvenuta recentemente ed esistono poche informazioni sulle funzioni molecolari 
di base (Bastos et al., 2006b). Per comprendere la regolazione del gene POU1F1 
in questa specie, Bastos et al. (2006b) hanno clonato e sequenziato un frammento 
di 5787 bp che include 6 esoni, 2 introni completi e 3 introni parziali di una razza 
autoctona portoghese “Churra da Terra Quente”(Fig. 8, 9). Questa razza ovina è 
importante dal punto di vista economico nella regione portoghese del Nord-Est 
essendo utilizzata per la produzione di lana, carne e latte. La sua produzione 
giornaliera di latte varia notevolmente e non sembra dipendere dal management 
aziendale (Azevedo et al., 1994; Bastos et al., 2001) ma piuttosto da una elevata 
variabilità genetica della razza. 
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Alcuni polimorfismi sono stati individuati da parte di questo gruppo di ricerca: 
nell’esone 2, codone 58, una transizione da una G>A determina un cambiamento 
dell’amminoacido cisteina in tirosina (frequenza allelica 2%). Nel terzo esone, 
codone 89, è stata individuata una mutazione da G>A che provoca la sostituzione 
di una glicina con una asparagina (frequenza allelica 0,5%); sempre nel terzo 
esone, codone 105, una sostituzione di una G>A (Fig. 9) determina la sostituzione 
di una alanina con una treonina (frequenza allelica 1,5 %). 
Nel quarto introne un polimorfismo in eterozigosi è stato individuato in sei 
animali (3 % della frequenza allelica). 
 
 
Figura 8. Diagramma schematico del gene POU1F1 in Ovis aries, gli introni sono 
mostrati con doppie linee, gli esoni come rettangoli. Il punto d’inizio dell’esone 
1(Ex1) è rappresentato dal codone d’inizio della trascrizione (ATG), la fine del 
sesto esone (Ex 6) corrisponde al codone di stop (TAG). 
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Per quanto riguarda la lunghezza della proteina, nella pecora esistono il wild- 
type lunga 291 aa ed altre tre varianti POU1F1-β, POU1F1-γ, POU1F1-δ, 
derivanti da diversi siti di splicing (Bastos et al., 2006a). 
Nella regolazione del promotore del GH, la variante β ha una capacità di trans 
attivazione del 10% più elevata rispetto al wild-type ed entrambe interagiscono 
nell’attivazione del promotore del gene GH raddoppiandone l’attivazione rispetto 
al wild type. Le varianti γ e δ non sono invece in grado di transattivare il 
promotore ed agiscono come proteine repressore riducendo in maniera 
significativa l’attivazione da parte della proteina wild-type (Bastos et al., 2006a). 
Per quanto riguarda la specie Capra hircus Lan et al. (2007a), basandosi sulla 
sequenza ovina disponibile in banca dati (AJ 549207) e su quella bovina, hanno 
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individuato diverse sostituzioni nel 6° esone del gene Pit-1 e tra queste una 
sostituzione T>G silente al locus del POU1F1 nel nucleotide 58 del 6° esone. Tale 
sostituzione determina un cambiamento del codone codificante TCT in TCG, ma 
non modifica l’amminoacido, serina, nella posizione 241 della proteina matura di 
291 amminoacidi. 
La presenza di una G al posto di una T rimuove il sito di restrizione 
dell’enzima DdeI: CT▲NAG (CT▲CAG – CGCAG) (DQ826397) (Lan et al., 
2007 b, c). 
L’allele caratterizzato dalla presenza di T è stato indicato come POU1F1 [D. 
sub. 1]; l’allele caratterizzato dalla presenza di G è stato indicato come POU1F1 
[D. sub. 2] (Lan et al., 2007 b). 
Gli individui con genotipo POU1F1 TT, presentano superiori performance per 
la produzione di latte, la prolificità, il peso alla nascita, se paragonati con gli 
individui con il genotipo POU1F1 TG. 
Il genotipo POU1F1 GG non è stato mai riscontrato negli studi effettuati fino 
ad ora. 
La regione esonica che presenta questa sostituzione risulta caratterizzata dalla 
presenza di 5 amminoacidi serina. Diversi codoni determinano la traduzione in 
serina (UCU, UCG, UCC, UCA, AGC, AGU); la frequenza di utilizzo del codone 
UCU nella regione analizzata del genoma di Capra hircus è pari a 2,400, dei 
codoni UCG ed UCA a 0,000, di AGC, AGU, UCC a 1,200. 
Il codone UCU (TCT) che codifica per la serina presenta quindi un’alta 
frequenza, mentre UCG (TCG) è un codone raro (Lan et al., 2007c). 
Cinzia Daga – Ricerca di polimorfismi nel gene POU1F1 negli ovi-caprini di razza Sarda 
Tesi di Dottorato in Riproduzione, produzione, benessere animale - Università degli studi di Sassari 
52
L’uso differente dei codoni che codificano per gli stessi amminoacidi è 
definito Codon Bias; esso varia tra gli organismi e per i diversi geni di uno stesso 
organismo (Kanaya et al., 2001). Sembra che questo differente utilizzo possa 
dipendere da numerosi fattori genomici quali la lunghezza del gene, il contenuto 
in guanina e citosina, la frequenza di ricombinazione, il livello di espressione 
genica ed il numero dei geni (Lavner e Kotlar, 2005). 
Per spiegare il Codon Bias sono stati proposti due processi: la selezione 
naturale, che agirebbe per mezzo di mutazioni silenti e quelle che determinano 
effetti nel DNA (acting or silent changes in DNA). 
L’uso differenziale favorirebbe i codoni con un elevato numero di geni 
codificanti per il tRNA che aumenterebbero il livello di espressione delle 
proteine: questo spiegherebbe l’azione della selezione naturale sul Codon Bias 
mezzo utilizzato per incrementare l’efficienza di traduzione (Kanaya et al., 2001). 
E’ stato dimostrato che l’efficienza di traduzione nel genoma umano stimata 
usando il numero di copie di geni di tRNA è debolmente correlata con il livello di 
espressione. L’utilizzo differenziale dei codoni avrebbe un ruolo in questo, anche 
se non è di facile descrizione (Archetti, 2004). Nei geni altamente espressi il 
Codon Bias sembrerebbe favorire i codoni che presentano un numero elevato di 
geni che codificano per il tRNA. D’altra parte, si pensa che, negli eucarioti non 
mammiferi, possa agire nella regolazione dell’espressione genica favorendo i 
codoni con un basso numero di copie di geni per il tRNA nei geni poco espressi.  
Questa ipotesi venne fatta da Konigsberg (1983) e Kanaya et al. (1999) per 
diversi batteri, tra i quali Escherichia coli, e per numerosi organismi, tra i quali i 
primati (Zhang et al.,1991). Nel 2005 Lavner e Kotlar., dimostrarono l’esistenza 
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di una debole correlazione tra il livello di espressione genica e la frequenza dei 
codoni ottimali, cioè quelli con più alto numero di copie di geni per il tRNA, 
anche indicato come Major codon o codone con livello superiore di traduzione per 
14000 geni umani. 
Questo meccanismo viene spiegato da Lavner e Kotlar (2005) dicendo che la 
selezione agisce sul Codon Bias non soltanto incrementando la velocità di 
allungamento favorendo i codoni ottimali nei geni altamente espressi, ma anche 
rallentandola favorendo i codoni non ottimali nei geni poco espressi. Inoltre i 
codoni ottimali sembrano essere preferiti nella sintesi di proteine la cui 
produzione richiede un elevato costo energetico di biosintesi (Heizer et al., 2006). 
Il Codon Bias incrementerebbe l’efficienza di traduzione, ridurrebbe il numero 
di amminoacidi introdotti erroneamente e ridurrebbe la sintesi di quelle proteine 
che possono essere svantaggiose se presenti ad alta concentrazione. Inoltre, in 
questo caso, verrebbero preferiti gli amminoacidi con alto costo biosintetico , 
essendo l’efficienza di traduzione influenzata dalle dimensioni, struttura e costo di 
produzione degli amminoacidi incorporati nella proteina, all’opposto i geni con 
elevati livelli di espressione tenderebbero a codificare per amminoacidi meno 
costosi e più semplici (Lavner e Kotlar, 2005). 
Inoltre Lan et al., 2007c sostengono che la poca abbondanza del codone UCG 
può determinare un decremento nella velocità di traduzione dell’mRNA limitando 
l’efficienza di sintesi della proteina. La mutazione silente, pur non provocando 
nessuna sostituzione amminoacidica, avrebbe, probabilmente, come risultato un 
cambiamento dei codoni sinonimi della serina utilizzati da, (UCU) più frequente, 
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(2,400), a (UCG), meno frequente (0,000). In tal modo si ipotizza che il Codon 
Bias sia associato al livello di espressione di POU1F1.  
Il genotipo POU1F1 TG associato con il raro codone (UCG) e, quindi, con un 
minore livello di espressione di Pit-1, regolerebbe il livello di espressione dei geni 
GH, PRL, TSH (beta). Tale genotipo presenterebbe perciò performance minori, 
tali argomentazioni spiegherebbero anche l’assenza degli individui POU1F1 GG 
(Lan et al., 2007c). 
Queste ipotesi, seppur complesse sono molto interessanti per cercare di 
spiegare alcuni processi, ma necessitano di ulteriori studi per capire meglio il 
ruolo dei codoni isoaccettori e del loro utilizzo differenziato nella sintesi proteica. 
Nella regione in 3’, fiancheggiante il sesto esone, è stata individuata un’altra 
mutazione: T>C, 172 nucleotide (AGT) serina con (AGC) serina che, 
sorprendentemente, produce un’ulteriore mutazione silente nella posizione 279 
della proteina matura. 
Tale mutazione può essere individuata tramite digestione enzimatica con 
l’enzima AluI (Lan et al., 2007a). L’allele che presenta la T è stato indicato come 
POU1F1-T, mentre quello che presenta la C come POU1F1-C. Su 801 capre 
appartenenti a 9 razze native cinesi si è osservato un’associazione significativa tra 
i genotipi TT e TC ed alcune caratteristiche produttive (Lan et al., 2009a). Il 
genotipo TC presenta infatti produzioni di latte superiori rispetto al TT, come pure 
un peso alla nascita inferiore. Le popolazioni indigene cinesi presentano un ampio 
spettro di diversità al locus AluI POU1F1 nella capra con una predominanza del 
genotipo TT. 
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Nella regione non tradotta in 3’UTR è stata individuata una terza mutazione 
G>A in posizione 92 che però non determina la creazione di un sito di restrizione. 
La quarta mutazione, una transizione T>C in posizione 110 della regione 
3’UTR, può essere individuata con l’enzima di restrizione PstI (Lan et al., 2009b). 
Nella popolazione analizzata, 847 capi appartenenti alla razza Inner Mongolia 
White Cashmere, la frequenza dell’allele C risulta nettamente inferiore (0,041) 
rispetto all’allele T (0,959). Il genotipo CC meno frequente è stato ritrovato in 
altre razze di capre. L’allele POU1F1-C è individuato tramite la tecnica PCR- 
digestione enzimatica con PstI perché l’enzima riconosce il sito di taglio presente 
per la C mutata nella sequenza CTGCAG ed origina 2 frammenti da 370bp e 
80bp. L’allele POU1F1-T è riconoscibile poiché l’enzima non riconosce nessun 
sito di taglio ed il frammento conserva le dimensioni di 450bp (TTGCAG). Il 
genotipo TT risulta associato con una superiore produzione di lana da parte delle 
capre di 2, 4, 5 anni rispetto al genotipo TC e costituisce un marcatore molecolare 
per la produzione di lana cashmere nelle capre senior, ma non per lo spessore e 
lunghezza del pelo. 
Tale sostituzione, pur non modificando la sequenza amminoacidica, può 
regolare l’espressione del pit-1 stesso e dei geni GH, PRL. E’ stato osservato che 
le sequenze in 3’UTR possono influenzare il meccanismo di deanelizzazione e 
degradazione dell’ mRNA (Xu et al., 1997; Lan et al., 2009b). Essa potrebbe 
influenzare la stabilità dell’mRNA di pit-1, GH e PRL e di conseguenza la 
quantità delle proteine prodotte. Oppure, l’effetto potrebbe essere spiegato con il 
fatto che la proteina prodotta dal gene POU1F1 regola l’espressione della 
prolattina e di conseguenza agisce sul ciclo di crescita del pelo. 
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D’altra parte, la mutazione trovata potrebbe non essere la mutazione 
determinante l’effetto, ma essere in “linkage disequilibrium” con un gene che 
influenza la produzione di lana. 
Nonostante non ne sia nota l’azione precisa, questo gene può essere 
considerato un marker genetico utile per la selezione nelle capre produttrici di 
Cashmere. 
Nella figura 10 sono mostrate le mutazioni trovate nell’esone 6 e regione in 3’ 
UTR del gene POU1F1 nei caprini. 
 
Figura 10. Mutazioni a livello del sesto esone e del V introne trovate in Capra 
hircus prendendo come punto di riferimento il primo nucleotide del sesto esone. 
 
 
Lan et al., (2009c), con le stesse tecniche utilizzate nella nostra ricerca (PCR-
SSCP, sequenziamento del DNA), hanno effettuato uno studio a livello degli 
esoni 1, 2, 3, 4, 5; parte delle regioni introniche (1, 2, 3, 4, 5); la regione in 5’UTR 
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del gene POU1F1 nella razza caprina Inner Mongolia White Cashmere a duplice 
attitudine (carne e cashmere). 
La ricerca in questione, disponibile online da metà settembre 2009, ha 
evidenziato la presenza di 12 nuovi SNPs al locus Pit-1 distribuiti negli esoni 3, 4, 
5 e negli introni 1, 3, 4. 
Il terzo esone ed il terzo introne si sono rivelati quelli maggiormente 
polimorfici con ben 6 polimorfismi in linkage EX3 113, G>T (Glu109His); EX3 
114, G>T (Glu110ter); IVS3 + 8, C>T; IVS3 + 41, T>G;  IVS3 + 41 42 insT; 
IVS3 + 175, T>A). 
La presenza dei nucleotidi indicati tra parentesi (EX3 113, G; EX3 114, G; 
IVS3 + 8, C; IVS3 + 41, T; IVS3 + 41 42insT; IVS3 + 175, T) costituisce l’allele 
C più frequente, rispetto l’allele indicato come D nella razza studiata. 
La delezione di una adenina in posizione 53 nel 4°esone causa un frame shift 
che determina la formazione di un codone di stop ed una proteina di soli 164 aa 
anziché 291aa. L’allele caratterizzato dalla presenza della adenina è indicato come 
E e risulta il più frequente; quello con la delezione come F e, non è stato 
rintracciato in omozigosi. La delezione infatti eliminerebbe una parte del dominio 
POU S e l’intero omodominio determinando un frame shift letale per l’animale. 
Inoltre il genotipo FF non avendo una parte del 4° esone, ed essendo caratterizzato 
dall’assenza del 5° e 6° esone risulta simile alla variante ovina δ (Bastos et al., 
2006a) difettiva degli esoni 3-5. 
Nel 4° introne è stato individuato uno SNP (IVS4 + 710T >A). Nel 5° esone è 
stato individuato uno SNP (EX5 14G>A) sinonimo (Glu206Glu), e due SNPs 
missenso, rispettivamente in posizione 34: (EX5 34G>A) Arg213Lys e 59: (EX5 
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59G>A) Arg218Lys. I quattro SNPs in linkage tra loro (IVS4 + 710T; EX5 14G; 
EX5 34G; EX5 59G) originano l’allele G, l’allele H è determinato dalla presenza 
della A, in tutte e quattro le posizioni di mutazione. Il genotipo GH ha mostrato 
un peso lordo di cashmere maggiore rispetto al genotipo GG. 
Nella regione in 5’UTR, nel 2° esone e nel 5° introne non sono stati 
individuati SNPs. 
Tra tutti i polimorfismi individuati, risultano associati alle produzioni di 
cashmere, quello localizzato nel 1° introne, la delezione nel 4° esone (-53 A) e la 
sostituzione nel 4° introne +710. Inoltre l’allele C del 3° esone risulta correlato ad 
una maggiore lunghezza della fibra e quello del 5° al peso lordo di cashmere. 
Inoltre anche le sostituzioni nel 3° esone 113 G>T (Glu109His), 114 G>term 
(Glu110ter), e nel 5° esone Glu206Glu, Arg213Lys e Arg218Lys sono risultate 
correlate con il peso lordo e la lunghezza della fibra nelle capre di due anni di età. 
Questo suggerisce l’utilizzo del POU1F1 come gene candidato nella produzione 
di cashmere nella capra. 
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2. SCOPO DELLA RICERCA 
La produzione di latte è sotto il controllo di diversi fattori come la genetica 
dell’animale, l’alimentazione e l’ambiente. Per quanto riguarda questi ultimi due 
fattori l’uomo ha cercato di mitigare il loro effetto sull’animale attraverso il 
miglioramento delle tecniche di allevamento e di alimentazione, sia dal lato 
quantitativo che qualitativo, ottenendo una sempre maggiore produzione. 
Tuttavia solo questi miglioramenti strutturali ed alimentari non sono sufficienti 
ad ottenere nuclei omogenei di animali altamente produttivi, se non supportati da 
piani mirati di selezione genetica. 
In Sardegna insistono maggiormente due tipi di allevamenti, ovino e caprino, 
che hanno avuto un approccio selettivo molto differente. Nell’allevamento ovino 
attraverso una selezione ben realizzata ed un miglioramento delle tecniche di 
allevamento si sono ottenuti buoni animali lattiferi e con livelli produttivi quasi 
omogenei. 
Lo stesso discorso non può essere fatto per i caprini allevati nell’isola in 
quanto questo settore è rimasto marginale e con l’utilizzo di aree non dedicabili 
allo sfruttamento agricolo. Questo fatto ha indotto ad uno scarso investimento sia 
nel miglioramento delle strutture che nell’attuazione di piani di selezione atti a 
determinare progressi produttivi del settore caprino. 
Lo studio di geni che possano migliorare le produzioni negli ovini di razza 
Sarda ed ancor più nei caprini costituisce un utile strumento per poter applicare 
piani di selezione utili al progresso del settore. 
Nell’analisi genetica degli animali di allevamento, i marcatori molecolari 
stanno assumendo un ruolo sempre più importante, in quanto consentono 
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all’allevatore di operare con più efficacia nella selezione e forniscono 
informazioni per gli accoppiamenti tra individui di genotipo conosciuto, 
prevedendo il fenotipo della discendenza. Le tecniche di biologia molecolare 
permettono di studiare accuratamente anche alcuni geni coinvolti in diverse 
performances produttive degli animali di interesse zootecnico. 
Tra questi geni il POU1F1 riveste sicuramente un interesse notevole in quanto 
modula l’espressione di alcuni geni che codificano per diversi ormoni ipofisari. 
Infatti tale gene può influenzare le secrezioni di GH, PRL e TSH tutti ormoni che 
hanno un ruolo molto importante nella secrezione lattea nei ruminanti. 
L’effetto di diversi polimorfismi del gene suddetto sono state descritte in 
differenti animali e sono state correlate sia positivamente che negativamente ai 
diversi tratti produttivi. 
La presente ricerca ha come finalità lo studio di alcune regioni codificanti del 
gene POU1F1 ed in particolare gli esoni 2, 3, 6 nella razza Sarda di Ovis aries e 
Capra hircus e di verificare la presenza in esse di polimorfismi correlandoli con le 
caratteristiche produttive. 
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3. MATERIALI E METODI 
La ricerca è stata condotta su 120 individui di razza sarda appartenenti alla 
specie Ovis aries e 187 soggetti di razza sarda appartenenti alla specie Capra 
hircus. 
I soggetti della specie Ovis aries appartenevano a due allevamenti con capi 
iscritti al libro genealogico e situati nell’agro di Osilo e Dorgali. Sono stati scelti i 
soggetti dei quali è stato possibile registrare almeno quattro lattazioni. Le aziende, 
gestite a livello familiare, presentavano condizioni igieniche buone, erano dotate 
di spazi adatti al ricovero degli animali e mungitura meccanica. Le pecore 
venivano alimentate prevalentemente al pascolo e con mangime concentrato due 
volte al giorno. 
I soggetti della specie Capra hircus appartenevano a tre allevamenti dislocati 
rispettivamente nei comuni di Orotelli (100 capre in lattazione), Santadi (200 
capre in lattazione) e Sant’Anna Arresi (300 capre in lattazione). Le tre aziende 
erano gestite con le tradizionali tecniche di allevamento estensivo della capra in 
Sardegna, con un’ alimentazione basata sull’utilizzo estensivo del pascolo 
naturale in ambienti di alta collina e montagna, caratterizzati dalla presenza delle 
tipiche essenze mediterranee con ridotta integrazione. Questa, somministrata al 
rientro nel caprile dopo l’avvenuto pascolo, era costituita da mangime in forma di 
pellets concentrato, 200 g per animale (18% proteina cruda e 12,5 MJ ME/kg 
sostanza secca). La mungitura veniva effettuata manualmente al mattino, senza 
detersione della mammella. La riproduzione era basata sulla monta naturale con 
una sex ratio di circa 1/25, con allattamento dei capretti da parte delle rispettive 
madri. 
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I campionamenti sono stati effettuati dal mese di marzo in poi ad intervalli di 
30 giorni fino al mese di giugno. 
Per ogni animale appartenente alle due specie è stata registrata la produzione 
lattea in grammi ed effettuato un prelievo individuale di latte in provette sterili da 
50 ml per l’analisi del contenuto di proteine totali, grasso, con l’uso di uno 
spettrofotometro all’infrarosso (Milko−Scan 133B; Foss Electric, DK−3400 
Hillerød, Denmark) secondo lo standard dell’International Dairy Federation (IDF 
141C:2000). 
Da ciascun capo sono stati prelevati dalla vena giugulare 10 ml di sangue 
intero mediante provette sottovuoto contenente EDTA. Da ciascuna provetta, 
trasportata a 4°C in laboratorio, sono state preparate almeno due aliquote da 300 
μl di sangue conservate a -20°C.  
I campioni di DNA sono stati estratti da sangue partendo da un’aliquota di 300 
μl con un Kit commerciale (Gentra Puregene Blood Kit, Qiagen, Hilden, 
Germany). La concentrazione e la purezza del DNA estratto sono stati valutati 
tramite lettura spettrofotometrica (BioFotometro Eppendorf, Amburgo, 
Germania): per le successive analisi molecolari si è utilizzato il DNA con 
260/280>1,7, 260/230>2 e concentrazione >50 ng/μl. 
Per l’amplificazione degli esoni analizzati sono stati utilizzati i primers 
disegnati da Bastos et al. (2006b) indicati di seguito. 
 
ESONE 2 
Pit 1 EX2FW:      5’- GAAACGAATGTGTCTTGAATC -3’ 
Pit 1 EX2RW:       5’- CAGAAAATGCATCCAAGCGTCC -3’ 
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ESONE 3 
Pit 1 EX3FW:      5’- GAGGGATAATTACAAATGGTCC -3’ 
Pit 1 EX3RW:       5’- GTGTGTCCCACAGCTGTTAACA -3’ 
 
ESONE 6 
Pit 1 EX6FW:      5’- CTTCTTTCCTGCCAACTCCC -3’ 
Pit 1 EX6RW:       5’- AAAGTAGAAGAGAAACACTTCTG -3’ 
 
Tali primers sono stati utilizzati anche per la specie Capra hircus in quanto 
all’inizio della ricerca, in GenBank, non vi era ancora depositata nessuna 
sequenza di tali esoni relativi a tale specie. Nell’unico studio effettuato all’inizio 
della nostra ricerca su tale gene (Lan et al., 2007a) erano stati utilizzati primers 
costruiti sulle sequenze ovina e bovina, ma che non si appaiavano bene con la 
sequenza ovina di riferimento AJ549207 Ovis aries, (Bastos et al., 2006b) 
soprattutto all’estremità 5’(Fig. 11). 
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Figura 11. Primers utilizzati per l’amplificazione dei tre esoni; le sequenze 
codificanti risultano evidenziate in grigio, i primers utilizzati sono racchiusi 





Cinzia Daga – Ricerca di polimorfismi nel gene POU1F1 negli ovi-caprini di razza Sarda 
Tesi di Dottorato in Riproduzione, produzione, benessere animale - Università degli studi di Sassari 
65
 
La reazione di PCR è stata condotta in un volume finale di 25µl con 
concentrazioni dei diversi reagenti per ciascun esone indicate nella tabella 1. 
 
Tabella 1. Concentrazione dei reagenti nelle reazioni di PCR per i tre esoni. 
 ESONE 2 ESONE 3 ESONE 6 
DNA 100 ng 100 ng 100 ng 
MgCl2, 1,5 mM 2 mM 1,5 mM 
dNTPs, 200 µM 200 µM 200 µM 
Primer 0,32 µM 0,48 µM 0,32 µM 
Taq Platinum 0,5 U 0,5 U 0,5 U 
Volume finale 25 µl 25 µl 25 µl 
 
Il ciclo di amplificazione per i tre esoni veniva ripetuto 30 volte dalla fase 2 
alla a fase 4 con i tempi e le temperature indicate nella tabella 2. 
Tabella 2. Protocolli di PCR per l’amplificazione dei tre esoni. 
 
  ESONE 2 ESONE 3 ESONE 6 
1 Attivazione iniz. 94 C° 2’30’’ 2’30’’ 2’30’’ 
2 Denaturazione 94°C 20’’ 20’’ 20’’ 
3 Appaiamento 57°C   30’’ 55°C   30’’ 55°C   30’’ 
4 Estensione 72°C 15’’ 18’’ 23’’ 
5 Estensione finale 72°C 10’ 10’ 10’ 
L’avvenuta amplificazione dei diversi esoni veniva confermata tramite corsa 
elettroforetica in gel di agarosio all’ 1,5% (100 V per 35 min) seguita da 
Cinzia Daga – Ricerca di polimorfismi nel gene POU1F1 negli ovi-caprini di razza Sarda 
Tesi di Dottorato in Riproduzione, produzione, benessere animale - Università degli studi di Sassari 
66
colorazione con bromuro d’etidio (0,5 mg/ml) e visualizzazione delle bande al 
transilluminatore dopo esposizione a raggi di luce UV. 
Gli esoni del gene POU1F1 di Capra hircus come detto precedentemente,sono 
stati amplificati utilizzando gli stessi primers usati per amplificare il medesimo 
frammento codificante in Ovis aries , con identiche condizioni di reazione. 
 
IDENTIFICAZIONE DI SEQUENZE DI DNA MUTATE 
Tecnica SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
Nel caso si vogliano ricercare mutazioni sconosciute, si devono utilizzare 
metodiche capaci di riconoscere una sequenza mutata qualunque sia la 
localizzazione della variante all’interno del segmento di DNA analizzato. Le 
metodiche utilizzate devono possedere una elevata sensibilità, cioè essere in 
grado, possibilmente, di scoprire sempre la presenza di mutazioni. Una metodica 
semplice, universalmente utilizzata per l’identificazione di sequenze di DNA 
mutate, è l’analisi mediante SSCP. Essa si basa sul principio che la mobilità 
elettroforetica di una singola elica di DNA non dipende solo dalle dimensioni 
della molecola, ma anche dalla conformazione assunta in base alla sua sequenza 
nucleotidica. Nell’analisi SSCP, il DNA viene amplificato, denaturato ad alta 
temperatura in presenza di formammide per ottenere filamenti singoli. 
Il frammento di DNA a doppia elica infatti, sottoposto a denaturazione a 95°C, 
se viene raffreddato velocemente, dà origine ad appaiamenti delle singole eliche 
stabili in quanto le singole eliche tendono a riassociarsi in corrispondenza delle 
zone di sequenza complementari. Le conformazioni assunte saranno uniche nel 
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caso in cui non siano presenti differenze nella sequenza, saranno molteplici e 
quindi differenti nel caso che la loro sequenza sia diversa. 
Eventuali variazioni nella migrazione elettroforetica in gel di acrilammide non 
denaturante indicheranno la presenza di varianti nella sequenza in esame. 
L’analisi mediante SSCP consente di identificare l’80% circa delle mutazioni, la 
diversa mobilità elettroforetica risulta discriminata se il frammento analizzato a 
singola elica non supera la lunghezza di 400 bp. 
La visualizzazione delle bande al transilluminatore del filamento avviene 
tramite colorazione con syber gold o altre sostanze fluorescenti intercalanti (Orita 
et al.,1989). 
L’identificazione delle presenza di sequenze di DNA mutate è stata effettuata 
mediante tale tecnica, utilizzando la camera elettroforetica verticale D-CODE 
System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) per SSCP.  
Il DNA amplificato (2,5 µl) è stato sottoposto a denaturazione per 10 min a 
95°C in presenza di 7,5 µl di soluzione denaturante (95% formamide, 10mM 
NaOH, 0,05% xilene-cianolo e 0,05% bromofenolo), al fine di ottenere filamenti a 
singola elica in grado di assumere conformazioni diverse in base alla sequenza 
nucleotidica determinanti differenze nella velocità di migrazione. I campioni 
venivano mantenuti in ghiaccio, per impedirne la rinaturazione, fino al momento 
del caricamento su gel di policraliammide. 
Sono state utilizzate diverse concentrazioni del gel e diverse condizioni di 
corsa a seconda dell’esone che si doveva analizzare. Esse sono state messe a 
punto in seguito a diverse prove di laboratorio. L’utilizzo di gel a concentrazione 
diversa, tampone di corsa TBE (0,44 M di Tris base, 0,44 M di acido borico e 
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0,01 M di EDTA a pH 8), differenti temperature e durata della corsa ha permesso 
di individuare le condizioni più adatte per una distinzione nitida delle bande nel 
gel per i diversi esoni (Tab. 3).  
Per la ricerca di polimorfismi di sequenza negli esoni di Capra hircus sono 
state utilizzate le stesse condizioni di corsa SSCP per gli esoni 2 e 6 di Ovis aries, 
per l’esone 3 si è utilizzato anche glicerolo al 10% nella preparazione del gel, in 
quanto il frammento mostrava pattern diversi se fatto correre in presenza di tale 
triolo. L’utilizzo di tale componente nella miscela del gel aumenta, talvolta, la 
risoluzione delle bande presenti (Bastos et al., 2001). 
 
Tabella 3. Protocolli utilizzati nell’analisi SSCP dei tre diversi esoni in Ovis aries 
e Capra hircus. 
 
 
 Ovis aries Capra hircus Ovis aries Capra hircus 
Ovis aries 
Capra hircus 
 ESONE 2 ESONE 3 ESONE 3 ESONE 6 
AV 1000 1000 1000 1000 
W 25 25 25 25 
[   ] gel 8% 10% 10% 12% 
T      C° 15 15 15 12 
Tampone 
TBE 0,5 X 0,5 X 0,5 X 1X 
Tempo corsa 5,30 h 7 h 8 h 8h 
glicerolo   1ml  
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Per la visualizzazione delle bande di DNA a filamento singolo si è utilizzata la 
colorazione del gel con Syber gold (Invitrogen, Milano, Italia) 1X per 30min. Il 
gel è stato fotografato dopo esposizione ai raggi UV con il sistema (Uv-fotoDoc). 
Il sequenziamento di alcuni campioni con differente profilo SSCP è stato 
utilizzato per caratterizzare eventuali SNP associati allo stesso profilo. 
Prima di sottoporre i campioni al sequenziamento, i prodotti di PCR, sono stati 
purificati con il “Charge switch PCR purification kit” (Invitrogen). Tale kit 
permette di eliminare i primers non utilizzati ed i sali che potrebbero disturbare la 
reazione di sequenza, sfruttando la capacità del DNA di legarsi a delle biglie 
magnetiche. Tramite il sistema Magna Rack (Invitrogen), il DNA legato alle 
biglie viene “ripulito”, mediante una serie di soluzioni, dalle sostanze interferenti 
e poi eluito in TE (10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8). 
Per il sequenziamento ci siamo appoggiati a diversi servizi commerciali a 
questo dedicati disponibili oggi sul mercato (GENELAB, Roma, Italia; SharDNA, 
Piscinna Manna (Ca), Italia; BIOFAB Research, Roma, Italia). Ogni campione è 
stato sequenziato in entrambe le direzioni. 
Le sequenze ottenute sono state confrontate con quelle presenti in banca dati 
tramite il programma BLAST (Altschul et al., 1997) 
(http://www.ncbi.nml.nih.gov/) per avere conferma dell’amplificazione del 
frammento di interesse; analizzate singolarmente (frammento forward e reverse) 
con il software FinchTV (Geospiza, Seattle, USA), per valutare l’attendibilità 
delle singole sostituzioni presenti; confrontate ed allineate tra loro tramite i 
software ClustalW (http://www.align.genome. jp/) e BioEdit 
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit. htlm) Tom Hall Ibis Biosciences, 
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Carlsbad, USA) con il quale si è effettuata anche la traduzione “in silico” 
rispettando il frame di lettura (frame 2 per esone 6; frame3 per esone 3) e la 
ricerca degli enzimi di restrizione. 
Una volta trovate delle sostituzioni che potevano essere individuate anche con 
l’uso di endonucleasi di restrizione tutti i campioni sono stati sottoposti a 
digestione enzimatica.  
Tecnica RFLP  
La tecnica RFLP (Restriction fragment lenght polimorphism) richiede 
l’utilizzo di enzimi di restrizione (o endonucleasi di restrizione) in grado di 
digerire il DNA in corrispondenza di siti specifici (siti di restrizione). 
Questi tratti sono costituiti nella maggior parte dei casi da un numero pari di 
basi (4, 6, 8) di norma palindromi leggibili in direzione 5’→ 3’ e 3’→5’. Se una 
sequenza viene modificata a causa di una mutazione, cambia il sito di taglio di un 
enzima di restrizione. Tale sito non verrà più riconosciuto dall’enzima ed i 
soggetti mutati potranno essere distinti da quelli non mutati. Facendo correre i 
frammenti di DNA ottenuti dopo digestione del prodotto di PCR su gel di 
agarosio o su gel di poliacrilammide, nel caso le differenze tra i frammenti siano 
di poche paia di basi, questi, migrando in base alla loro lunghezza, daranno profili 
diversi (le eventuali mutazioni produrranno una differenza nel numero e nelle 
dimensioni dei frammenti) (Fig. 12, 13, 14). 
La variabilità potrà essere registrata in base alla lunghezza dei frammenti o 
alla presenza/assenza del sito di restrizione. Nella nostra ricerca sono stati 
utilizzati gli enzimi di restrizione SfcI (New England Biolabs, Ipswich, USA) per 
confermare la sostituzione trovata tramite tecnica SSCP, in posizione 92 C>T, nel 
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terzo esone in Capra hircus e distinguere gli omozigoti TT dagli eterozigoti CT 
(Fig. 12). Nel sesto esone nella regione codificante sono state utilizzate le 
endonucleasi MlyI (New England Biolabs) per confermare la sostituzione in 
posizione 17 G>T individuata tramite tecnica SSCP (Fig. 13) e DdeI (New 
England Biolabs) (Lan et al., 2007 b, c) per identificare la sostituzioneT>G in 
posizione 58 (Fig. 14). 
 








Esone 6   58 T>G: 
DdeI 
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Figura 12. Mappa di restrizione per la mutazione in posizione 92 C>T ottenuta 
tramite il software BioEdit. 
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Una quantità pari a 5 µl dell’amplicone dell’esone 3 del gene POU1F1 veniva 
sottoposta a digestione enzimatica secondo le condizioni indicate in tabella 4. 
 
Tabella 4. Condizione di digestione mediante l’enzima SfcI per 
l’individuazione della mutazione in posizione 92 C>T 3° esone. 
 
 
 DNA amplicone 5µl 
Buffer 1X 
 
NeBuffer 4:  
50 mM acetato di potassio 
20mM tris acetato  
50 mM acetato di potassio 
1mM DDT.  
0,3 µl BSA 1X 
 
5U(10000U/ml) 0,5 µl Endonucleasi SfcI 
 30 µl Volume finale 
Tempo di digestione 2 h a 37 C° in bagnetto termostatato  
 
20 µl del prodotto di digestione, venivano sottoposti ad elettroforesi in gel al 
2% di agarosio con le seguenti condizioni di corsa: 
• ∆V   →100; 
• Tempo di corsa  →1h  
• Buffer  → TAE 1X 
• colorazione con bromuro d’etidio (0,5mg/ml). 
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Figura 13 Mappa di restrizione per la mutazione in posizione 17 G>T ottenuta 
tramite il software BioEdit. 
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Una quantità pari a 20µl dell’amplicone dell’esone 6 del gene POU1F1 veniva 
sottoposta a digestione enzimatica secondo le condizioni indicate in tabella 5. 
 
Tabella 5. Condizioni di digestione mediante l’enzima MlyI per 





DNA amplicone 20 µl 
Buffer 1X 
NeBuffer 4 
50 mM acetato di potassio 
20mM tris acetato 
10mM acetato di magnesio 
1mM DDT 
0,3 µl BSA 1X 
3 U(10000U/ml) 0,3 µl Endonucleasi MlyI 
30 µl Volume finale 
Tempo di digestione 2 h a 37 C° in bagnetto termostatato 
20 µl del prodotto di digestione, venivano sottoposti ad elettroforesi in gel al 
3% di agarosio con le seguenti condizioni di corsa: 
• ∆V   →60; 
• Tempo di corsa  →4h  
• Buffer  → TAE 1X 
• colorazione con bromuro d’etidio (0,5mg/ml). 
• Visualizzazione delle bande al transilluminatore 
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E’ stato utilizzato l’enzima DdeI per identificare un SNP nella regione 
codificante dell’esone 6 in Capra hircus presente in posizione 58.  
 
Figura 14. Mappa di restrizione per la mutazione in posizione 58 T>G ottenuta 
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Una quantità pari a 20µl dell’amplicone dell’esone 6 del gene POU1F1 veniva 
sottoposta a digestione enzimatica secondo le condizioni indicate in tabella 6: 
 
Tabella 6. Condizioni di digestione mediante l’enzima DdeI per 
l’individuazione della mutazione in posizione 58 T>G 6° esone. 
 
DNA amplicone 20 µl 
Buffer 1X 
NEBuffer 3 
50 mM Tris-HCl 
100 mM NaCl 
10mM MgCl2 
1mM DDT. 
0,3 µl BSA 1X 
3 U(10000U/ml) 0,3 µl Endonucleasi DdeI 
30 µl Volume finale 
Tempo di digestione 2 h a 37 C° in bagnetto termostatato 
Il prodotto di digestione è stato sottoposto a corsa elettroforetica verticale 
(PAGE) in gel di acrilammide al 15% (29:1); infatti il gel di acrilammide, grazie a 
delle maglie più strette rispetto al gel di agarosio, consente la separazione di 
frammenti con differenze anche piccole nella lunghezza come quelle dei prodotti 
di digestione in questione i quali differivano di 11bp. 
A 5 µl di prodotto digerito venivano aggiunti 3 µl di loading buffer 6X di cui 5 
µl venivano caricati su gel. 
Le condizioni di corsa applicate per erano le seguenti: 
• ∆V   →80; 
• Tempo di corsa  →4h  
• Buffer  → TBE 1X 
• colorazione con Syber gold 1x (15min) 
• Visualizzazione delle bande al transilluminatore 
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 La ripetizione delle corse SSCP, caricando il gel in maniera tale che i 
campioni uguali fossero caricati vicini tra loro e ad un campione sequenziato 
caratterizzato da un determinato profilo, ci ha permesso di attribuire il genotipo in 
base al profilo elettroforetico. Tutte le altre sostituzioni nucleotidiche sono state 
quindi individuate mediante tecnica SSCP associata al sequenziamento di diversi 
campioni che mostravano profili uguali. 
Le frequenze genotipiche ed alleliche nelle popolazioni analizzate sono state 
calcolate ed analizzate con il software GENEPOP (Raymond M. e Rousset F. 
1995) applicando il test Chi-quadro per la valutazione dell’equilibrio di Hardy-
Weinberg.  
I risultati ottenuti sono stati analizzati tramite il software Minitab (Minitab 
Inc., State College, USA), test ANOVA, per valutare se le produzioni di latte 
raccolte durante un anno di produzione, la composizione in proteine ed in grasso 
del latte fossero associati con gli SNPs trovati.  
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4.RISULTATI  
Ovis aries  
SECONDO ESONE 
Dall’amplificazione del 2° esone, del gene POU1F1 è stato ottenuto un 
amplicone di 251bp corrispondente, come lunghezza, al frammento atteso (Fig.15) 
 
Figura 15. Corsa elettroforetica in gel di agarosio al 1,5% e colorazione con 




Figura16. Elettroferogramma del 2° esone Ovis aries, razza Sarda, ottenuto 
tramite sequenziamento. In colore arancione è sottolineata la sequenza 
codificante, nel quadratino giallo è racchiuso il nucleotide che risultava mutato 
nella razza portoghese. 
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Appaiamento con BLAST del campione sequenziato: 
 
Figura 17. Appaiamento della sequenza codificante del 2° esone con le sequenze 
presenti in banca dati. 
 
Il sequenziamento, in entrambe le direzioni (Fig. 16), dell’amplicone ottenuto 
tramite PCR, ha confermato la corrispondenza del frammento amplificato con la 
regione che si voleva investigare, esone 2 (Fig. 17). 
Gli ampliconi di 251 bp appartenenti a due allevamenti di Ovis aries, razza 
Sarda, hanno mostrato tutti identico pattern elettroforetico all’analisi SSCP 
indicando assenza di polimorfismo per questo esone. 
Cinzia Daga – Ricerca di polimorfismi nel gene POU1F1 negli ovi-caprini di razza Sarda 
Tesi di Dottorato in Riproduzione, produzione, benessere animale - Università degli studi di Sassari 
81
I risultati ottenuti dall’analisi SSCP del secondo esone del gene POU1F1 di 
140 campioni appartenenti alla razza Sarda di Ovis aries sono mostrati in Fig. 18. 
 
 
Figura 18. SSCP in gel di poliacrilamide 8% e colorazione con Syber Gold dei 
frammenti di DNA del 2° esone del gene POU1F1 in Ovis aries. 
 
Il sequenziamento e l’allineamento di alcuni campioni con la sequenza 
presente in banca dati relativa al 2° esone della razza Churra da Terra Quente, ha 
mostrato la perfetta sovrapposizione della sequenza codificante, l’esone 2 della 
razza Sarda, con quella portoghese non mutata (Fig. 19). 
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Figura 19. Allineamento delle sequenze relative al 2° esone di due campioni di 
razza Sarda appartenenti ai due diversi allevamenti con la sequenza 
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TERZO ESONE 
L’amplificazione del terzo esone ha prodotto un frammento di 295 bp (Fig. 20) 
 
Figura 20. Corsa elettroforetica in gel di agarosio al 1,5% e colorazione con 





Figura 21. Elettroferogramma del 3° esone Ovis aries, razza Sarda ottenuto 
tramite sequenziamento. In colore celeste è sottolineata la sequenza codificante, 
nei quadratini gialli sono racchiusi i nucleotidi che risultavano mutati nella razza 
portoghese. 
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Appaiamento con BLAST del campione sequenziato: 
 
Figura 22. Appaiamento della sequenza codificante del 3° esone con le sequenze 
presenti in banca dati. 
 
 
Il sequenziamento di alcuni campioni ha confermato la corrispondenza con la 
regione di riferimento (Fig. 21, 22). 
L’analisi SSCP dei 140 campioni non ha mostrato anche in questo caso 
differenze nel profilo elettroforetico anche utizzando differenti condizioni di corsa 
(Fig. 23). 
 
Figura 23. SSCP in gel di poliacrilamide 10% e colorazione con Syber Gold dei 
frammenti di DNA del 3° esone del gene POU1F1 in Ovis aries. 
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L’intera sequenza codificante del terzo esone della razza Sarda si sovrappone 
perfettamente con quella portoghese non mutata (Fig. 24): 
 
 
Figura 24. Allineamento delle sequenze relative al 3° esone di due campioni di 
razza Sarda appartenenti ai due diversi allevamenti con la sequenza 
corrispondente della razza portoghese. 
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SESTO ESONE 
Un amplicone di 376 bp è stato ottenuto dall’amplificazione del sesto esone 
(Fig. 25).  
 
Figura 25. Corsa elettroforetica in gel di agarosio al 1,5% e colorazione con 
bromuro di etidio del frammento da 376 bp ottenuto tramite PCR. 
 
Il sequenziamento di alcuni campioni ha confermato la corrispondenza con la 
regione di riferimento (Fig. 26, 27). 
 
Figura 26. Elettroferogramma del 6° esone Ovis aries, razza Sarda ottenuto 
tramite sequenziamento. In colore blu è sottolineata parte della sequenza 
codificante (regione terminale dell’esone). 
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Appaiamento con BLAST del campione sequenziato: 
 
Figura 27. Appaiamento della sequenza codificante del 6° esone con le sequenze 
presenti in banca dati. 
 
 
L’analisi SSCP dei 140 campioni ha mostrato in questo caso un unico 
campione con profilo differente dagli altri (Fig. 28). 
 
 
Figura 28. SSCP in gel di poliacrilamide 12% e colorazione con Syber Gold dei 
frammenti di DNA del 6° esone del gene POU1F1 in Ovis aries. 
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L’intera sequenza codificante dell’esone 6 della razza Sarda si sovrappone 
perfettamente a quella portoghese non mutata eccetto il caso di un unico campione 






Figura 29. Allineamento della sequenza di razza Sarda mutata nella regione 3’ 
UTR del 6° esone con la sequenza corrispondente della razza portoghese. 
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Figura 30. Elettroferogramma del campione 2914 mutato nella regione 3’UTR 
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Capra hircus: 
SECONDO ESONE  
 
Per quanto riguarda l’amplificazione del secondo esone, è stato ottenuto un 
amplicone di 251 bp corrispondente come lunghezza al frammento atteso (Fig. 31) 
 
Figura 31. Corsa elettroforetica in gel di agarosio al 1,5% e colorazione con 




Il sequenziamento, in entrambe le direzioni, di un campione amplificato 
tramite PCR, ha confermato la corrispondenza del frammento amplificato con la 
regione che si voleva investigare, esone 2 (Fig. 32 33). 
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Appaiamento con BLAST del campione sequenziato: 
 
Figura 33. Appaiamento della sequenza codificante del 2° esone con le sequenze 
presenti in banca dati. 
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 Sono state evidenziate in Capra hircus delle differenze nucleotidiche con il 
corrispondente esone di Ovis aries mostrate in Fig. 34. 
 
 
Figura 34. Allineamento della sequenza del 2° esone di Capra hircus con il 




L’allineamento della sequenza di Capra hircus con quella corrispondente di 
Ovis aries depositata in banca dati ha evidenziato delle differenze nucleotidiche. 
Una di queste si trova nella sequenza codificante e corrisponde ad una mutazione 
C>T; le altre due sono nelle regioni fiancheggianti (introni) il 2° esone e 
precisamente una G>A in 5’ rispetto all’esone 2 ed una A>G in 3’.  
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L’analisi SSCP dei 180 campioni non ha mostrato anche in questo caso 
differenze nei profili elettroforetici (Fig. 35) nonostante siano state utilizzate 
differenti condizioni di corsa.  
 
 
Figura 35. SSCP in gel di poliacrilamide 8% e colorazione con Syber Gold dei 





L’amplificazione del terzo esone ha prodotto un frammento di 295 bp (Fig. 36) 
 
 
Figura 36. Corsa elettroforetica in gel di agarosio al 1,5% e colorazione con 
bromuro di etidio del frammento da 295 bp ottenuto tramite PCR. 
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Il sequenziamento, in entrambe le direzioni, di un campione amplificato 
tramite PCR, ha confermato la corrispondenza dell’amplicone con la regione che 
si voleva investigare e cioè il 3° esone,(Fig. 37, 38). 
 
Figura 37. Elettroferogramma dell’esone 3 Capra hircus, razza Sarda ottenuto 
tramite sequenziamento. 
 
Appaiamento con BLAST del campione sequenziato: 
 
Figura 38. Appaiamento della sequenza codificante del 3° esone con le sequenze 
presenti in banca dati. 
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Figura 39. Allineamento della sequenza del 3° esone di Capra hircus con il 





L’allineamento della sequenza di Capra hircus con quella corrispondente di 
Ovis aries depositata in banca dati ha evidenziato delle differenze nucleotidiche. 
Due di queste si trovano nella sequenza codificante e corrispondono ad una 
mutazione T>A; ed a una mutazione T>C (Fig. 39.) 
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Tutti i 180 campioni sono stati analizzati con tecnica SSCP. I campioni di 
Capra hircus, razza Sarda, analizzati hanno mostrato 3 differenti “pattern” 
elettroforetici all’analisi SSCP in gel di acrilammide al 10% con aggiunta di 1 ml 
di glicerolo (Fig. 40). 
 
 
Figura 40. SSCP in gel di poliacrilamide 10% (8h) contenente 1 ml di glicerolo e 
colorazione con Syber Gold dei frammenti di DNA del 3° esone del gene 





La stessa analisi effettuata senza l’utilizzo del glicerolo nella preparazione del 
gel ha mostrato un unico campione differente (Fig. 41).  
 
 
Figura 41. SSCP in gel di poliacrilamide 10% (8h) e colorazione con Syber Gold 
dei frammenti di DNA del 3° esone del gene POU1F1 in Capra hircus. 
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L’utilizzo di glicerolo in una analisi SSCP può aiutare in alcuni casi a 
discriminare meglio le bande, ma per capire meglio le differenze, è stato 
necessario sequenziare i campioni che mostravano i tre profili differenti con 
glicerolo e l’unico diverso senza glicerolo. 
 
 
Figura 42. Elettroferogramma del campione 334 Sa (omozigote TT).  
 
 
Nella figura 42 prendendo come inizio della numerazione il primo nucleotide 
della sequenza codificante del terzo esone in Ovis aries, si può notare una timina 
in posizione 92 che nel campione in esame era presente in omozigosi (Profilo 1) 
(Fig. 40). 
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Figura 43. Elettroferogramma del campione 179 S (eterozigote CT). 
 
 
Nella Fig.43, si può notare la presenza di un doppio picco in posizione 92 che 
ci indica la presenza in eterozigosi di citosina e timina (Profilo 1) (Fig. 40). 
 
 
Nella Fig. 44, (pagina successiva) si può notare la presenza in posizione 92 di 
una citosina in omozigosi (Profilo 2) (Fig. 40). 
 
 
Nella Fig. 45 (pagina successiva) si può notare che il campione 216 S mostra 
in posizione 92 una Citosina ed in posizione 42 è eterozigote CT (profilo 3) (Fig. 
40). 
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Figura 45. Campione 216 S eterozigote TC in posizione 42 ed omozigote CC in 
posizione 92 (profilo 3). 
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L’allineamento delle sequenze dei campioni di Capra hircus che avevano 
profili uguali in SSCP (profilo1: 334 Sa e 179 S) (Fig. 40) dimostra che questa 
tecnica non ci permette di distinguere gli omozigoti TT dagli eterozigoti CT, 
mentre ci consente di distinguere chiaramente gli omozigoti CC (profilo 2) ed il 
campione omozigote CC in posizione 92 che presenta anche una mutazione in 
eterozigosi CT in posizione 42 (profilo 3) (Fig. 40). 
 
 
Figura 46. Allineamento delle sequenze dei campioni differenti del 3° esone di 
Capra hircus . 
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Gli omozigoti TT e gli eterozigoti CT sono stati distinti con l’endonucleasi di 
restrizione SfcI (Biolabs) che riconosce il sito di taglio C’TACAG e ci permette di 
distinguere gli omozigoti TT dagli eterozigoti TC in quanto: 
L’omozigote TT da origine a due frammenti di 164 bp e 131 bp, l’omozigote 
CC non dà origine ad alcun frammento poiché non possiede il sito di taglio, 
l’eterozigote CT origina tre frammenti 295 bp; 164 bp, 131 bp (Fig. 47). 
 
Figura 47. Elettroforesi in gel di agarosio al 2% del 3° esone digerito con SfcI. 
 
 
L’appaiamento con le sequenze presenti in banca dati del 3° esone mostra che 
i diversi campioni di razza Sarda presentano delle mutazioni in posizione 92 C>T 
ed in posizione 42 T>C rispetto alla razza Inner Mongolia White Cashmere. 
Inoltre la razza Sarda presenta diversi SNPs rispetto alla razza cinese e 
precisamente C>T in posizione 89; T>A in posizione 95; G>A in posizione 143; 
T>C in posizione 145 come mostrato in Fig. 48. 
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 Figura 48. Allineamento delle sequenze dei campioni di razza Sarda (3° esone) 
differenti tra loro, con le sequenze della razza Inner Mongolia White Cashemere 
depositate in GenBank il 01/11/09. 
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Nelle figure seguenti è rappresentata la consistenza numerica dei genotipi per 
la sostituzione in posizione 92 C>T trovati nei diversi allevamenti (Fig. 49) e 
complessivamente nella razza Sarda (Fig. 50).  
 
 





Figura 50. Numero genotipi relativi alla sostituzione in posizione 92 C>T 
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Le frequenze alleliche e genotipiche per la sostituzione C>T in posizione 92 
sono indicate in Tab.7. 
 
Tabella 7. Frequenze alleliche e genotipi osservati ed attesi riscontrati nei tre 
allevamenti 
 
Solo l’allevamento di Orotelli non risulta in equilibrio di Hardy-Weinberg con 
χ2 P<0,05 per la sostituzione al nucleotide 92 C>T. 
SESTO ESONE 
Per quanto riguarda l’amplificazione del sesto esone, è stato ottenuto un 
amplicone di 376 bp (Fig. 51). 
 
Figura 52. Corsa elettroforetica in gel di agarosio al 1,5% e colorazione con 
bromuro di etidio del frammento da 376 bp ottenuto tramite PCR. 
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Il sequenziamento, in entrambe le direzioni di un campione amplificato tramite 
PCR, ha confermato la corrispondenza dell’amplicone con la regione che si 
voleva investigare, 6° esone, Fig. 53, 54. 
Appaiamento con BLAST del campione sequenziato: 
 
 
Figura 53. Appaiamento della sequenza codificante del 6° esone con le sequenze 
presenti in banca dati. 
 
 
Figura 54. Elettroferogramma ottenuto tramite sequenziamento dell’6°esone 
Capra hircus, razza Sarda  
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L’analisi con tecnica SSCP dei 187 campioni (gel di acrilammide al 12%, 8 h 
di corsa) ha mostrato un complesso pattern elettroforetico che ha permesso di 
individuare profili differenti da noi indicati come: A, B, C, D, E, F, G, H (Fig. 55)  
 
Figura 55. SSCP in gel di poliacrilamide 12% (8h) e colorazione con Syber Gold 
dei frammenti di DNA del 6° esone del gene POU1F1 in Capra hircus. 
 
Tali pattern si sono ripetuti in diverse corse SSCP. Diversi prodotti 
rappresentativi degli 8 diversi profili sono stati sequenziati in entrambe le 
direzioni per individuare il tipo di sostituzione presente, e verificare se un 
determinato profilo poteva essere correlato a più di una sostituzione. 
 
Tabella 8. Sostituzioni riscontrate tramite sequenziamento: in rosso sono 
rappresentati i nucleotidi caratterizzanti il tipo di profilo SSCP. 
 
Nucleotide PROFILI ELETTROFORETICI IN SSCP 
 A A B C D E F F G H 



















17 GG GG GT GG GG GG GT GT GG TT 
58  TG      GT  TT 
172 TT TT TC TC TT TT TT TT TC TT 
110 3’UTR TT TT TT TT CC TC TT TT TC TT 
 
 
Pattern A. Il profilo caratteristico (Fig. 55) è rappresentato dalla stato di 
omozigote GG in pozione 17, (Fig. 56). Inoltre può presentare in posizione 58 lo 
stato di omozigosi GG, o di eterozigosi come mostrato nella Fig. 57. 
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Figura 56. Elettroferogramma del campione 409 Sa (omozigote GG al 17 
nucleotide della regione codificante del 6° esone). 
 
Figura 57. Elettroferogramma del campione 195 Or (omozigote GG al 17 
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Pattern B. (Fig. 55) Eterozigote GT al 17 nucleotide ed eterozigote TC al 172 





Figura 58. Elettroferogramma del campione 355 SA (eterozigote TG al 17 
nucleotide della regione codificante, eterozigote TC al 172 nucleotide della 
regione codificante). 
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Pattern C. (Fig. 55) Eterozigote TC al 172 nucleotide della regione 
codificante (Fig. 59). 
 
 








Figura 60. Elettroferogramma del campione 134 Or (omozigote CC al 110 
nucleotide della regione 3’UTR contando dal 1° nucleotide a valle del 6° esone). 
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Pattern E. (Fig. 55) Il profilo è caratterizzato dallo stato di eterozigosi TC, in 
posizione 3' 110 UTR (Fig. 61). 
 
 
Figura 61. Elettroferogramma del campione 144 Or (eterozigote TC al 110 
nucleotide della regione 3’UTR contando dal 1° nucleotide a valle del sesto 
esone). 
 
Pattern F. Il profilo caratteristico (Fig. 55) è rappresentato dalla stato di 
eterozigote GT in pozione 17, (Fig.62). Inoltre può presentare in posizione 58 lo 
stato di omozigosi GG o di eterozigosi come mostrato nella Fig. 63.  
 
 
Figura 62. Elettroferogramma del campione 174 S (eterozigote TG al 17 
nucleotide della regione codificante). 
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Pattern F.(Fig. 55) Eterozigote GT al 17 nucleotide ed eterozigote TG al 58 





Figura 63 Elettroferogramma del campione 348 SA (eterozigote GT al 17 






Pattern G. (Fig. 55). 
 
Il profilo sotto rappresentato è stato individuto in un unico campione (342 
S’Anna Arresi) e risulta caratterizzato dallo stato di eterozigosi TC al 172 
nucleotide del 6° esone, di eterozigosi TC al nucleotide 110 della regione in 
3’UTR (Fig. 64). 
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Figura 64. Elettroferogrammi del campione 342 Sa (eterozigote TC al 172 
nucleotide del 6° esone, eterozigote TC al 110 nucleotide della regione 3’UTR). 
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Pattern H (Fig. 55). Omozigote TT al 17 nucleotide della regione codificante 
del 6° esone (Fig. 65). 
 
 
Figura 65. Elettroferogramma del campione 426 Sa (omozigote TT al 17 
nucleotide della regione codificante del sesto esone). 
 
 
Delle diverse varianti A, B, C, D, E, F, G, H, identificabili per un determinato 
profilo SSCP, le varianti F, H, A, in base al sequenziamento mostrano: la variante 
F, lo stato di eterozigosi GT al 17 nucleotide della regione codificante, la variante 
H lo stato di omozigosi TT, la variante A di omozigosi GG.  
Questa sostituzione in posizione 17 (G>T) è individuabile chiaramente tramite 
corsa SSCP in quanto il genotipo TT, il più raro, è caratterizzato sempre dal 
profilo H; l’eterozigote GT dal profilo F. Il profilo B risulta differente pur essendo 
eterozigote GT in posizione 17 in quanto presenta lo stato di eterozigote TC in 
posizione 172. 
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Il profilo A si differenzia dagli altri profili che presentano lo stato di 
omozigosi GG al 17 nucleotide perché risulta anche omozigote TT al 172 ed 
omozigote TT al nucleotide 110 della regione in 3’UTR.  
Tutti i rimanenti profili mostrano al 17 nucleotide la guanina in omozigosi 
(GG) ma mostrano profili differenti in SSCP in funzione dei nucleotidi presenti in 
posizione 172 della regione codificante  e 110 3’ UTR. 
Per avere la conferma che, tale sostituzione, determini i sopraccitati profili A, 
F, H abbiamo usato l’endonucleasi di restrizione MlyI che individua la 
sostituzione nucleotidica G>T in posizione 17 (Fig.66). 
      MlyI           5'... G A G T C(N)5 ... 3' 




Figura 66. Corsa elettroforetica in gel di agarosio al 3% di campioni digeriti con 
MlyI (17 nucleotide: omozigoti TT, eterozigoti GT, omozigoti GG). 
 
Tale digestione ha confermato che i campioni caratterizzati dal profilo SSCP F 
avevano in posizione 17 sempre GT in eterozigosi, quelli H erano omozigoti TT, i 
campioni GG potevano presentare il profilo A, se non avevano, in posizione 172 
la mutazione T>C in eterozigosi(profilo C), in posizione 3' 110 UTR la mutazione 
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T>C in eterozigosi TC (profilo E), o in omozigosi CC (profiloD) e si 
distinguevano quindi in base alla corsa SSCP. 
La sostituzione in posizione 17 cambia una G>T, questa mutazione muta 
l’amminoacido alanina in serina nella proteina matura di 291 aa (Fig 67). 
 





Quindi poiche’ cambia un amminoacido non è silente ed inoltre sostituisce un 
amminoacido non polare con uno polare. 
Per verificare la sostituzione nucleotidica in posizione 58 è stato necessario 
sottoporre i campioni a digestione enzimatica perché tale sostituzione non 
determina uno specifico pattern elettroforetico. La sostituzione T>G al 58 
nucleotide della regione codificante può essere individuata tramite l’utilizzo 
dell’enzima di restrizione DdeI (Lan et al., 2007 b, c). 
 
DdeI       5'... C T n A_G  ... 3' 
           3'... G A n T_C  ... 5' 
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I primers utilizzati nel nostro lavoro sono differenti ed amplificano un 
frammento più corto, 376 bp rispetto ai 450 bp degli autori sopra citati, gli alleli 
che porteranno i nucleotidi T e G saranno indicati nella stessa maniera dei suddetti 
autori ma la digestione enzimatica produrrà nel nostro caso frammenti di 
lunghezza differente. 
E precisamente nel caso si tratti di omozigote TT (159bp, 118bp, 88bp); di 
eterozigote TG (159bp, 118bp, 99bp, 88bp); di omozigote GG (159bp, 118bp, 
99bp) (Fig. 68). 
 
 
Figura 68. Corsa elettroforetica in gel di poliacrilammide al 15% dei campioni 
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Le frequenze alleliche per le diverse mutazioni in posizione 17, 58, 172, 110 
3’UTR nei tre diversi allevamenti sono riportate nella Tab. 8. 
 
Tabella 9. Frequenze alleliche, genotipi osservati ed attesi nei tre allevamenti per 
le sostituzioni nelle differenti posizioni del 6° esone. 
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Tutti gli alleli nei tre allevamenti risultano in equilibrio di Hardy-Weinberg 
con χ2 P>0,05. 
Il numero dei genotipi per le diverse mutazioni in posizione 17 G>T, 58 T>G, 
172T>C, 110 3’UTR T>C è illustrato nelle figure: 69, 70, 71, 72 rispettivamente. 






























Figura 69. Numero dei genotipi relativi alla sostituzione in posizione 17 nel 6° 
esone. 
 

































Figura 70. Numero dei genotipi relativi alla sostituzione in posizione 58 nel 6° 
esone  
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Figura 71. Numero dei genotipi relativi alla sostituzione in posizione 110 3’UTR 




































Figura 72. Numero dei genotipi relativi alla sostituzione in posizione 172 del 6° 
esone. 
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Rappresentazione schematica del numero dei genotipi trovati per ciascuna 
sostituzione nella razza Sarda: 
 







Figura 74. Genotipi nella razza Sarda corrispondenti alle mutazioni in posizione 
172, 110 3’ UTR. 
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Sono state trovate 13 combinazioni dei diversi genotipi illustrate nella tabella  
Tabella 10. 
 
Tabella 10. Combinazioni delle diverse sostituzioni al nucleotide 17, 58, 172 ed 




17 MlyI 58 DdeI 172 AluI 110 3’UTR
PstI 
13 A GG TG TT TT 
14 A GG GG TT TT 
15 A GG TT TT TT 
16 F GT TG TT TT 
17 F GT TT TT TT 
18 H TT TT TT TT 
19 C GG TT TC TT 
20 C GG TG TC TT 
21 D GG TT TT CC 
22 E GG TT TT TC 
23 E GG TG TT TC 
24 G GG TT TC TC 




In alcuni casi lo stesso profilo elettroforetico è condiviso da più di una di 
queste combinazioni, come mostrato nella Tabella 10. Alcune combinazioni 
presentano un unico profilo elettroforetico: 18, 21, 24, 25 e tra queste, due, le 
combinazioni D (campione 134 Or) e G, (campione 342 Sa) le ritroviamo in un 
unico campione. 
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Come si può vedere dalla Fig.75, nella razza Sarda, la combinazione di 
sostituzioni più frequente è la 15, seguita dalla 13, 17 e 16. 
Nelle tabelle successive si riportano le associazioni trovate tra le singole 
sostituzioni nucleotidiche, individuate tramite l’utilizzo combinato delle tecniche 
SSCP, digestione enzimatica e sequenziamento con la produzione, il contenuto in 
proteine e grasso del latte. 
 
 
Tabella 11. Valori medi(+ d.s.) della produzione di latte, grasso e proteine riferiti 
al SNP in posizione 92. Con * , si indicano differenze significative (P<0,05); con 
** si indicano differenze significative (P<0,01) 
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Tabella 12. Valori medi(±d.s.) della produzione di latte grasso e proteine riferiti 






Tabella 13. Valori medi(± d.s.) della produzione di latte, grasso e proteine riferiti 
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5. DISCUSSIONE 
Lo studio del gene POU1F1 effettuato sull’ovino di razza Sarda al fine di 
evidenziare la presenza di alcuni SNP ha fornito interessanti informazioni. 
I tre esoni sequenziati (2, 3, 6) del suddetto gene hanno permesso il confronto 
con le sequenze depositate in banca dati (Genebank AJ549205-207). Tale 
raffronto ha evidenziato una certa similitudine tra la sequenze da noi ottenute e 
quelle già depositate (Fig.19, 24, 29). Infatti, le diverse analisi SSCP effettuate 
hanno mostrato, nonostante le diverse condizioni di corsa da noi utilizzate 
(concentrazione del gel, durata della corsa, temperatura), una uniformità dei 
profili elettroforetici per tutti i campioni degli esoni 2 e 3 (Fig. 18 e 23). Tale dato 
non si accorda con quanto riscontrato in pecore portoghesi nelle quali sia l’esone 
2 che quello 3 presentano due mutazioni (Bastos et al., 2006b). Precisamente 
l’esone 2 in posizione 58 mostra, anche se in solo 4 animali, una sostituzione di 
una G>A che comporta anche un cambiamento amminoacidico. Inoltre sempre 
nella stessa ricerca si sono riscontrati due polimorfismi in posizione 89 (G>A) e 
105 (G>A) nel terzo esone. Nella nostra ricerca, solo per il sesto esone, è stato 
evidenziato un SNP nella regione in 3’UTR (Fig. 28, 29, 30) e precisamente una 
sostituzione G>A riscontrata solamente in eterozigosi (Fig. 30). Tale sostituzione 
non è stata segnalata in nessuna altra razza di ovini. Nell’ovino esistono pochi dati 
sulla relazione dei polimorfismi con i tratti produttivi. Anche nella nostra 
esperienza non è stato possibile effettuare nessun raffronto tra questo ed i tratti 
produttivi poiché è stato riscontrato un polimorfismo in un unico campione. È 
risaputo che la pecora Sarda è una ottima produttrice di latte e tale caratteristica 
deriva da specifici programmi di selezione che risalgono al primo ventennio del 
Cinzia Daga – Ricerca di polimorfismi nel gene POU1F1 negli ovi-caprini di razza Sarda 
Tesi di Dottorato in Riproduzione, produzione, benessere animale - Università degli studi di Sassari 
125
900. Questo fatto ha portato ad ottenere pecore con elevati livelli produttivi e con 
buone caratteristiche qualitative del latte. Conoscendo l’influenza di alcuni 
ormoni come il GH sulla lattazione è plausibile pensare che gli animali selezionati 
siano quelli che presentano un assetto metabolico ormonale caratteristico per la 
produzione del latte. Inoltre considerate le interazioni tra POU1F1 e la 
somatropina si può ipotizzare che la selezione abbia portato ad una riduzione della 
variabilità genetica del gene oggetto della ricerca. Infatti, è stato dimostrato che la 
presenza di mutazioni in questo gene determina una diversa espressione del gene 
dell’ormone GH. La variante POU1F1-δ ovina mancante degli esoni 5 e 6 (Bastos 
et al., 2006a) non è in grado di trans attivare il promotore del GH ed agisce da 
repressore, riducendo la trans attivazione del “wildtype” in maniera significativa 
(P<0,001). Tale variante mostra anche un’azione analoga sul promotore della 
prolattina (P<0,05). Questo è confermato dalla maggiore variabilità trovata nel 
gene POU1F1 nelle pecore di razza rustica Churra da Turra Quente a triplice 
attitudine, razza caratterizzata da un’elevata variabilità genetica con produzioni 
giornaliere di latte comprese tra 0,25 e 1,5 litri (Bastos et al., 2001). Tuttavia, 
considerando che in Sardegna esistono piccoli gruppi di animali per nulla 
selezionati e, con caratteristiche definite ancestrali, sarebbe opportuno ampliare lo 
studio di questo gene utilizzando tali animali (ad esempio la pecora nera di Arbus) 
al fine di capire quanto la selezione abbia agito sulla variabilità dello stesso. 
Comunque, nonostante questa specie appartenga ai ruminanti ed abbia un’elevata 
similarità con le sequenze nucleotidiche del bovino e del caprino con i quali 
condivide un’elevata similarità genetica rafforzata per di più dallo stesso 
posizionamento sulla mappa di “linkage” di numerosi marcatori, POU1F1 
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compreso, recenti lavori (Lan et al., 2009c) sottolineano che nell’ovino 
esisterebbero differenze nelle mutazioni a carico del gene POU1F1. 
Nella seconda specie studiata, la capra di razza Sarda, la sequenza del secondo 
esone del gene POU1F1 è risultata differente rispetto a quella dell’ovino (Fig.34) . 
In questa razza, dei tre esoni analizzati, solo il secondo non ha mostrato 
polimorfismo (Fig. 35) come è stato trovato anche in altre razze (Lan et al., 
2009c).  
L’analisi del terzo esone ha evidenziato nella catena nucleotidica il 
ritrovamento di due nuovi SNP silenti, uno in posizione 42 (T>C) e l’altro in 
posizione 92 (C>T). Queste sostituzioni sono diverse da quelle riscontrate nelle 
capre di razza IMGWC, situate in posizione 113 (G>T) e 114 (G>T) nella 
sequenza nucleotidica dell’esone suddetto. Lan et al. (2009c) hanno evidenziato 
che queste mutazioni sono associate alla lunghezza della fibra. Inoltre, nello 
stesso esone nella razza Sarda sono state da noi riscontrate diverse sostituzioni 
nucleotidiche silenti in posizione 89 C>T, 95 T>A, 143 G>A e 145 T>C rispetto 
alla sequenza depositata in GenBank EU256136 (Fig. 48). 
L’analisi del sesto esone ha evidenziato diversi polimorfismi in posizione 17 
G>T, 58 T>G, 172 T>C, 92 3’UTR G>A, 110 3’UTR T>C. 
La mutazione in posizione 17, determina un cambiamento amminoacidico di 
una alanina con una serina. Questi SNPs con l’eccezione del primo si accordano 
con quanto rilevato recentemente anche da Lan et al., 2007a,b,c; Lan et al., 
2009a,b) . 
La mutazione in posizione 58, non determina un cambiamento amminoacidico 
(S241S), è stata correlata con la quantità di latte prodotto, con la prolificità, con il 
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peso ad un anno di età delle capre (P<0,05). In tali studi sui caprini (Lan et al., 
2007b, c) si riscontra un’alta frequenza del genotipo TT ed una minore frequenza 
del TG con una assenza totale dell’omozigote GG. L’associazione dell’allele T 
con superiori performances è più evidente quando questo è in omozigosi.  
Il codone che deriva dalla mutazione T>G, e cioè UCG, codifica sempre per la 
serina ma la sua efficienza è inferiore. Questa inferiorità deriverebbe dalla minore 
velocità di traduzione del mRNA nella proteina regolatrice oltre che ad una sua 
minore capacità di sintesi per il fenomeno noto come Codon bias (Lavner e 
Kotlar, 2005). Questo spiegherebbe l’assenza dell’omozigote GG nelle razze 
finora analizzate, infatti, la poca efficienza di traduzione determinerebbe una 
minore produzione della proteina del Pit1 con un effetto negativo sulle 
sopraindicate performaces.  
Precisamente nelle razze cinesi si è riscontrato che l’allele T presentava una 
frequenza compresa tra 0,60 e 1,00 (Lan et al., 2007a,b). Nella nostra ricerca i 
diversi allevamenti analizzati presentano una diversa frequenza per gli alleli 
suddetti (Tab. 9). In tutte e tre gli allevamenti è stata riscontrata la presenza del 
genotipo GG, assente come precedentemente detto nelle razze analizzate da altri 
autori [(Inner Mongolia White Cashmere (IMWC), Xinong sannen dairy (XS), 
Laoshan dairy (LS), Guanzhong dairy (GW), Guizhou Black (GB), Matou (MT), 
Bannjiao (BJ), Guizhou White (GW), Leizhou (LS)]. Nel complesso, nella razza 
Sarda le frequenze degli alleli T e G sono rispettivamente 0,78 e 0,22 e risultano 
paragonabili solo con alcune delle razze precedentemente citate (Leizhou, Matou). 
Pertanto, l’effetto di questo allele riscontrato sulle produzioni nelle razze cinesi 
non è stato evidenziato nel nostro studio. Tuttavia, visti i differenti risultati, 
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ulteriori approfondimenti saranno necessari per chiarire meglio l’effetto di questo 
SNP. 
La mutazione in posizione 172, caratterizzata da una transizione T>C silente, 
comporta il cambiamento del codone AGT (serina) in AGC (serina) e corrisponde 
alla posizione dell’amminoacido 279 nella proteina matura (Lan et al., 2007a). 
Uno studio effettuato da Lan et al., 2009a su 13 razze indigene ha rilevato una 
predominanza del genotipo TT con una frequenza dell’allele compresa tra 0,757 e 
0,976. Il genotipo TT risulta associato ad una maggiore produzione di latte, 
mentre il TC ad un più elevato peso alla nascita. Il genotipo TT è risultato 
predominante in alcune razze da latte e da cashmere cinesi. In quelle da carne 
invece la predominanza dell’omozigote TT sull’eterozigote TC è dipendente dalla 
razza.  
Nella capre di razza Sarda analizzate la frequenza dell’allele T è stata di 0,82 
mentre per l’allele C di 0,08, quindi come per altre razze da latte la prevalenza è 
per l’omozigote TT. 
La terza mutazione nel 92 nucleotide in 3’della regione non tradotta (UTR) 
consiste in una transizione G>A ed è stata individuata in eterozigosi in alcuni dei 
nostri campioni sequenziati. Poiché però non determina la creazione di un sito di 
restrizione e non determina modificazioni del profilo elettroforetico, la sua 
identificazione è rilevabile solo con il sequenziamento. Per tale motivo non è stata 
possibile ricercarla nei nostri campioni. 
Una quarta mutazione, nella posizione 110 della regione 3’ UTR, una 
transizione T>C rintracciabile con l’enzima di restrizione PstI è risultata associata 
a differenti produzioni di cashmere (Lan et al., 2009b). In questo studio gli 
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animali di 2, 4, 5 anni di età con genotipo TT, appartenenti alla razza Inner 
Mongolia White Cashmere, presentavano una produzione in peso superiore di 
filato, come pure una produzione media maggiore rispetto agli individui con 
genotipo TC. Nessun genotipo CC è stato riscontrato anche se gli autori ne 
segnalano la presenza in altre razze. In quella popolazione le frequenze alleliche 
per gli alleli T e C erano rispettivamente 0,959 e 0,041. Tra gli allevamenti da noi 
analizzati solo in quello di Orotelli si è trovato un animale con genotipo CC (Fig. 
71, Tab. 9). In generale la razza Sarda ha mostrato una frequenza dell’allele T di 
0,96, per C di 0,04. Le frequenze alleliche riscontrate collimano con quelle della 
razza IMWC. 
Oltre queste mutazioni segnalate in bibliografia e riscontrate tutte nella razza 
Sarda abbiamo trovato una nuova mutazione nel 17 nucleotide del sesto esone che 
provoca il cambiamento di una G>T. Nella razza sarda complessivamente l’allele 
G ha una frequenza di 0,85 mentre l’allele T 0,15. 
Tutte le sostituzioni trovate nei tre allevamenti risultano in equilibrio di Hardy 
Weinberg con P>0,05 per χ2 (Tab. 9).  
La sostituzione G>T in posizione 17 nel sesto esone comporta nella proteina 
matura una sostituzione di una alanina con una serina. L’alanina è un 
amminoacido non polare che presenta come gruppo laterale un metile; dopo la 
glicina è il più piccolo degli amminoacidi. La serina è un amminoacido polare in 
quanto reca come gruppo laterale un ossidrile, tale gruppo aumenta la capacità la 
reattività.(Fig. 67) 
Tale mutazione si verifica nell’elica α1 del POU omodominio della proteina 
POU1F1 e tale sostituzione potrebbe influire sulla conformazione della proteina. 
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 Figura 76. Schema relativo alle sequenze aa dei diversi domini della proteina e 
localizzazione della sostitituzione aa derivata dal SNP G>T in posizione17. 
 
La posizione 220 è occupata sempre dall’alanina in diverse specie di ruminanti 
della famiglia bovidi come si può vedere nella figura 77. 
 
Figura 77. Allineamento della proteina POU1F1 nei ruminanti. 
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Nel complesso, possiamo affermare che le popolazioni caprine di razza Sarda 
presentano un ampia variabilità genetica al locus del gene POU1F1. 
L’analisi statistica ha evidenziato che la sostituzione al nucleotide 17 nel sesto 
esone allo stato di omozigosi è significativamente correlata con la produzione di 
latte P<0,05 e con un contenuto minore in proteine. Lo stato di eterozigosi invece 
determina una maggiore produzione di grasso P<0,05 (Tab. 12). 
Le altre sostituzioni in posizione 58, 110, 172, considerate singolarmente, non 
determinano effetti sulle performances degli animali studiati. 
Tra le 13 combinazioni di sostituzioni nucleotidiche, riscontrate nella razza 
Sarda nel sesto esone del gene POU1F1 (Tab.10), la più rappresentata risulta la 
combinazione 15 (profilo SSCP A), seguita dalla 13 (profilo SSCP A), dalla 17 
(profilo SSCP F) e dalla 16 (profilo SSCP F) (Fig. 75). 
Nei siti di mutazione in posizione 17 e 58 si rileva un’elevata frequenza dello 
stato di eterozigosi GT e TG rispetto a quanto trovato per i siti di mutazione in 
posizione 172 e 110 3’UTR. 
Nel caso della sostituzione C>T (EU256136) in posizione 92 nel terzo esone la 
presenza dell’allele C in omozigosi è significativamente correlata con una 
maggiore percentuale di grasso P<0,001 e di proteine P<0,05 (Tab. 11). Infatti i 
soggetti con genotipo CC mostrano una maggiore produzione di grasso e proteine 
rispetto agli eterozigoti CT ed omozigoti TT. Questo genotipo risulta il più 
frequente nella popolazione studiata e l’unico trovato nella razza IMWC (Lan et 
al. 2009c). Tale polimorfimo non è stato rilevato nelle ricerche effettuate 
precedentemente (Lan et al., 2009c) in quanto non sono stati mai riscontrati 
soggetti eterozigoti CT ed omozigoti TT. Questi autori tuttavia individuano nel 
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terzo esone, diversi SNPs alcuni dei quali risultano associati con maggiori 
performances produttive. 
L’effetto da noi riscontrato sulle produzioni è da tenere in considerazione al 
fine di una selezione mirata degli animali nel caso della razza Sarda.  
L’associazione dei polimorfismi, indicati da noi con dei numeri progressivi in 
(Tab. 10), in posizione 17, 58, 172 e 110 ha mostrato influenzare diverse 
caratteristiche produttive. La presenza in omozigosi della Timina in tutte le 
posizioni di mutazione indicate sopra determina una maggiore produzione di latte 
(Tab. 12). Invece la presenza dell’omozigote GG in posizione 17, lo stato di 
eterozigosi GT in 58 e lo stato di omozigosi TT in tutti gli altri siti di mutazione 
(172 TT, 110 3’ UTR TT) determina un incremento della produzione delle 
proteine (Tab. 13). 
Infine, lo stato di eterozigosi TG in posizione 17 e 58 con lo stato di 
eterozigosi in posizione 172 TC (Tab. 13) comporta un incremento della 
percentuale di grasso nel latte.  
I risultati da noi ottenuti si accordano in parte con quanto evidenziato in 
precedenti studi (Lan et al., 2007a,b,c; Lan et al., 2009a,b,c). Infatti questi autori 
hanno riportato che i polimorfismi in posizione 58 e 172 e 110 determinano 
considerati singolarmente un incremento della produzione di latte (Lan et al., 
2007a, Lan et al., 2009a); della prolificità e del peso alla nascita (Lan et al., 
2007b,c), della produzione e lunghezza della fibra cashmere (Lan et al., 2009b,c) I 
nostri dati mostrano che risulta importante l’associazione dei diversi SNPs e che 
tale associazione influenza positivavemente o negativamente le produzioni. 
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Inoltre, gli effetti riscontrati nella nostra ricerca confermano l’importante ruolo 
svolto da questo gene nell’influenzare le performances produttive dei caprini. 
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6. CONCLUSIONI 
I nostri dati hanno aggiunto informazioni nuove sul gene POU1F1 degli ovini 
e caprini di razza Sarda. Infatti, fino ad oggi, non si conoscevano le sequenze di 
alcuni tratti codificati del gene suddetto in queste razze ovi-caprine. 
In particolare è emerso che questo gene nella pecora di razza Sarda non 
presenta diversità contrariamente a quanto rilevato nell’unica razza studiata finora 
(Churra de Turra Quente). Tale omogeneità probabilmente deriva dalla spinta 
selettiva operata in questi anni per ottenere animali altamente produttivi.  
Invece nella capra Sarda la variabilità genetica è elevata ed alcuni 
polimorfismi sono diversi da quelli osservati in razze caprine cinesi.  
Gli SNPs individuati, sia singolarmente che in associazione, influenzano 
diverse caratteristiche produttive. Precisamente il polimorfismo a carico del sesto 
esone in posizione 17 determina una maggiore produzione di latte (TT) e di grasso 
(GT). Il medesimo SNP associato con quello in posizione 58 e 172 influenza 
diverse caratteristiche produttive.  
Inoltre il polimorfismo riscontrato in posizione 92 nel terzo esone, individuato 
nella nostra ricerca per la prima volta, è correlato con la percentuale di grasso e 
proteine. 
I nostri dati confermano che questo gene ha una notevole influenza sulle 
produzioni sia quantitative che qualitative.  
Per quanto riguarda gli SNP individuati nella nostra ricerca in posizione 92 del 
3° esone e 17 del 6° esone abbiamo inoltre indicato un metodo veloce ed accurato 
per la rilevazione tramite tecnica RFLP.  
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Sulla base dei dati ottenuti possiamo dire che sarebbe interessante proseguire 
l’indagine ampliando lo studio ad un numero maggiore di animali studiati al fine 
di rafforzare i risultati ottenuti e quindi poter utilizzare poi tali polimorfismi come 
utili marcatori nella selezione genetica dei caprini. 
Inoltre sarebbe opportuno estendere lo studio anche ai rimanenti esoni per 
valutarne la variabilità e le eventuali relazioni con le caratteristiche produttive.  
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